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RESUMO

Com o objetivo de contribuir com conhecimentos sobre a reproducdo em
laboratério de ostras nativas do género Crassostrea e estudar as
possiveis interagdes entre as especies cultivadas no Brasil, o presente
trabalho avaliou: 1) um método de anestesia e amostragem de tecido
gonadico sem sacrificio de animais para a analise do estado de
desenvolvimento sexual; 2) a hibridacdo entre a espécie de ostra do
Pacifico, Crassostrea gigas, e as espécies nativas, C. rhizophorae e C.
gasar; e 3) o uso de marcadores de DNA mitocondrial e nuclear para a
identificagdo de hibridos. Como resultados, o uso de Cloreto de
Magnésio (50 g.L™), aplicado & 4gua do mar, promoveu o relaxamento
muscular e a abertura das valvas nas trés espécies de ostras estudadas,
permitindo bidpsias de tecido gonadico com seringas e agulhas e a
determinacdo do sexo dos animais. Os procedimentos de anestesia e
amostragem de tecido ndo causaram mortalidade nestes individuos que
apresentaram 100% de sobrevivéncia apés 10 dias. Apds o uso do
anestésico, também ndo foram observadas alteracBes na atividade
reprodutiva e na geracdo de larvas-D de C. gigas. A partir dos
cruzamentos reciprocos entre C. gigas, C. rhizophorae e C. gasar,
houve sucesso assimétrico na fecundagdo de o6citos de C. rhizophorae
(R) com espermatozoides de C. gigas (G), odcitos de C. gasar (B) com
espermatozoides de C. gigas (G) e odcitos de C. rhizophorae (R) com
espermatozoides de C. gasar (B). A compatibilidade unidirecional de
gametas entre as trés espécies resultou na formacdo de larvas hibridas
que apresentaram crescimento similar a espécie materna até sete dias de
idade. Apo6s este periodo, as larvas pararam de crescer e morreram. As
analises de marcadores moleculares confirmaram que as progénies RG
eram hibridos verdadeiros e continham o DNA de ambas as espécies
parentais em seu genoma. A inviabilidade no desenvolvimento de larvas
hibridas interespecificas em laboratdrio sugere que a incompatibilidade
gendmica é suficiente para evitar o risco de hibridagdo natural entre C.
gigas e as espécies nativas C. rhizophorae e C. gasar.

Palavras-chave: 1.Aquicultura. 2.Ostras. 4.cruzamentos. 5.anestésicos.
5.marcadores moleculares






ABSTRACT

To contribute with the knowledge on hatchery production of native
oysters of the genus Crassostrea and to understand possible interactions
between species cultured in Brazil, the present study evaluated: 1) a
method of anesthesia and gonad tissue sampling for sex determination in
oysters without animal sacrifice; 2) the hybridization success between
the Pacific oyster C. gigas and the native oysters C. rhizophorae and C.
gasar; and 3) the use of mitochondrial and nuclear DNA markers for the
identification of hybrid status. In the results, the use of Magnesium
Chloride (50 g.L™ sea water) promoted valve opening in the three oyster
species and enabled gonad biopsies using syringes and needles, which
allow gamete evaluation of adult animals. Anaesthesia and tissue
sampling procedures did not cause negative effects on animal health of
the studied species, which presented 100% survival after 10 days. The
anaesthetics also did not affect the reproductive activity and D-larvae
generation of C. gigas. From reciprocal crosses between C. gigas, C.
rhizophorae and C. gasar, it was observed asymmetry in fertilization
success of C. rhizophorae oocytes with C. gigas sperm (RG), C. gasar
oocytes with C. gigas sperm (BG) and C. rhizophorae oocytes with C.
gasar sperm (RB). Unidirectional gamete compatibilities between
species produced larvae with similar growth as their maternal species
during the first seven days. After this period, hybrid larvae stopped to
grow and died. Analyses of molecular markers confirmed that progenies
RG integrated DNA of both parental species in their genome and were
true hybrids. Unviable larval development of interspecific hybrids in
laboratory conditions suggested that genome incompatibility between C.
gigas, C. rhizophorae and C. gasar is sufficient to prevent natural
hybridization.

Keywords:  1.Aquaculture. 2.Oysters.  3.interespecific  crosses;
4.anaesthetics; 5.molecular markers.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 PROBLEMATICA E JUSTIFICATIVA

A produgdo mundial de pescado vem crescendo nas ultimas
décadas, devido a rapida expansdo da aquicultura que, desde a
estabilizacdo da pesca, vem contribuindo significativamente para suprir
a demanda por alimento. Segundo os dados da Organizagdo das Nagdes
Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAQ), a aquicultura produziu
90,4 milhdes de toneladas de peso vivo em 2012, incluindo 23,8 milhdes
de toneladas de algas e 66,6 milhGes de toneladas de pescado. Sendo
assim, a aquicultura representou 42,1% da produgdo mundial de pescado
gue totalizou 158 milhdes de toneladas em 2012, cerca de 10 milhGes a
mais que em 2010. Entretanto, para manter um crescimento sustentavel,
a aprodugdo aquicola deve se tornar menos dependente dos estoques
selvagens para formulagdo de ragdes, diversificando espécies e sistemas
de cultivo (FAO, 2014).

Segundo a FAO (2014), das 66,6 milhdes de toneladas de
pescado cultivado em 2012, 66,3% (44,2 milhdes) corresponderam a
peixes de &gua doce (38,6 milhdes) e peixes marinhos (5,6 milhGes),
9,7% (6,4 milhdes) a crustaceos e 22,8% (15,2 milhGes) a moluscos.
Outras espécies aquaticas (anfibios, tartarugas de dgua doce, estrelas do
mar, pepinos do mar, ascidias e medusas comestiveis) foram ainda
marginais em termos de volume de produgéo (0,9 milhdes).

O cultivo de moluscos é o sistema de producdo que mais se
aproxima de um modelo de aquicultura responsavel, definido como
aquele que incorpora os principios ecolégicos do funcionamento dos
ecossistemas aos aspectos sociais e econdmicos das comunidades
(COSTA-PIERCE, 2002).

Em 2012, a malacocultura correspondeu a 60,3% da producdo de
pescado marinho cultivado no mundo; das 15,2 milhes de toneladas de
moluscos produzidas, 14,9 mihdes foram provenientes da maricultura
(FAO, 2014). Da producdo total cultivada em 2011 (14,4 milhdes de
toneladas), os moluscos de areia (“clams”) contribuiram com 34,0% (4,9
milhdes), as ostras, com 32,0% (4,6 milhdes), mexilhdes, com 12,5%
(1,8 milhdes), vieiras, com 10,4% (1,5 milhdes) e abalones, com 2,8%
(0,4 milhdes) (FAO, 2015).

A malacocultura apresenta ainda um elevado potencial de
crescimento na América Latina, Caribe e Africa, visto que os cultivos
nestas regides so limitados por um pequeno nimero de laboratérios de
producdo de sementes e pela necessidade de domesticacdo de espécies
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nativas (FAO, 2014). De fato, como descrito por Helm, Bourne e
Lovatelli (2004), o cultivo de moluscos bivalves ao redor do mundo
ainda é, em grande parte, baseado na obtencdo de animais provenientes
de estogues naturais sobre-explorados que ndo atendem a demanda de
mercado. Por isso, espécies exoticas de crescimento rapido tem sido
introduzidas como forma de aumentar a produtividade dos cultivos,
como apoio a industria local (RUESINK et al., 2005).

A ostra do Pacifico, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), é o
melhor exemplo de uma espécie que foi introduzida e alavancou uma
cadeia produtiva pré-existente em varios paises do mundo. No entanto,
esta especie vem se tornando invasora nas regibes em que foi
introduzida e vem causando ao longo dos anos efeitos negativos sobre a
distribuico, diversidade e integridade de espécies nativas (MIOSSEC et
al., 2009). A ocorréncia de C. gigas em estoques naturais da costa sul do
Brasil foi registrada por Melo et al. (2010a), mas ainda ndo se conhecem
a extensdo dos impactos que esta espécie poderd causar sobre as
espécies nativas, Crassostrea gasar (Adanson, 1757) e Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828).

De um ponto de vista ecoldgico e evolutivo integrado, estudos
sobre as possiveis relacdes entre as espécies de ostras presentes nos
ecossistemas brasileiros sdo importantes como subsidios para programas
de conservacdo e manejo da biodiversidade. Cruzamentos experimentais
em laboratério associados a técnicas moleculares tem sido usados como
ferramentas para comprovar a hibridacdo entre espécies de ostras
(HUVET et al., 2002; BUSHEK et al., 2008; CAMARA et al., 2008;
XU et al., 2009), bem como casos de heterose que possam ser
vantajosos para programas de reproducdo seletiva (HEDGECOCK;
DAVIS, 2007; HUO et al., 2013).

A situagdo atual da malacocultura no Brasil encaixa-se bem no
cenario reportado pela FAO (2014) para a América Latina. Segundo o
Ministério da Pesca e Aquicultura, a producdo de moluscos esta
concentrada em trés espécies cultivadas no Estado de Santa Catarina que
responde por cerca de 95% da produgdo nacional (BRASIL, 2013). Em
2014, o estado produziu 17.853 t de mexilhdes, Perna perna (Linnaeus,
1758), 3.670,3 t de ostras, C. gigas, e 30,2 t de vieiras, Nodipecten
nodosus (Linnaeus, 1758) (SANTA CATARINA, 2015). Santa Catarina
é 0 Unico estado que possui um sistema integral para o cultivo de ostras,
desde a producdo de sementes em laboratério até a comercializacdo
(FERREIRA et al., 2011). Nos demais estados, o cultivo é baseado na
engorda das ostras nativas, C. gasar e C. rhizophorae, coletadas do
ambiente natural (IBAMA, 2007).
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A expansdo do cultivo de ostras em Santa Catarina teve inicio em
1991, a partir do trabalho desenvolvido pelo Laboratério de Moluscos
Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e
pela Empresa de Pesquisa e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI). Apesar do esfor¢co direcionado as ostras nativas, o
crescimento se deu por meio da produgdo de sementes de C. gigas e da
transferéncia de tecnologia aos pescadores artesanais, em conjunto com
pesquisas e intercambio técnico-cientifico (FERREIRA; OLIVEIRA
NETO, 2007).

Atualmente, o LMM-UFSC é o principal fornecedor de sementes
de C. gigas e C. gasar no Brasil, com uma producdo de 50 milhGes de
sementes por ano, aproximadamente (95% C. gigas; 5% C. gasar).
Além do LMM, existem outros dois laboratorios de sementes de ostras
no pais: o “Blue Water Aquaculture”, localizado em Santa Catarina e em
operagdo desde 1996, com uma produgdo anual aproximada de cinco
milhdes de sementes de C. gigas; e o laboratério-piloto da PRIMAR, no
Rio Grande do Norte, implementado em 2014 e direcionado a C. gasar,
com capacidade para até 6 milhGes de sementes por ano.

Apesar de C. gigas representar aproximadamente 90% da
producdo nacional de ostras (IBAMA, 2007), o seu cultivo esta restrito a
aguas mais frias (POLI, 2004). Consequentemente, a diversificacdo da
ostreicultura esta vinculada, em parte, a producdo das espécies nativas
que podem ser cultivadas ao longo de todo o litoral, especialmente em
aguas com temperaturas mais elevadas nas regides norte e nordeste. No
entanto, do total de 1.487,1 t de ostras nativas produzidas em 2011,
253,4 t (17%) foram provenientes de cultivo e 1.233,7 t (83%) oriundas
do extrativismo (BRASIL, 2013; SANTA CATARINA, 2015). O
cultivo de ostras nativas ainda néo esta consolidado em razéo de alguns
aspectos principais: (1) a dificuldade na separacdo das espécies para
cultivo, devido a plasticidade nos caracteres fenotipicos (como cor,
forma e estrutura da concha) que varia com as condi¢cdes ambientais; e
(2) a caréncia de conhecimentos sobre tecnologias de cultivo em
laboratério (desova, larvicultura e assentamento), adaptadas a estas
espécies, para garantir uma producdo constante de sementes.

A pesquisa aplicada a ostreicultura moderna tem usado técnicas
de anestesia para amostrar tecidos sem o sacrificio dos animais,
permitindo estudos de reproducdo em laboratério e de variabilidade
genética do estoque parental para um melhor delineamento das
estratégias de producdo de sementes (BUTT et al., 2008; SUQUET et
al., 2009; 2010). Desta forma, protocolos vem sendo desenvolvidos
dentro de programas de selecdo reprodutiva, em conjunto com outras
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técnicas, para o entendimento dos processos envolvidos no controle da
reproducdo de espécies de ostras, principalmente de C. gigas (SUQUET
etal., 2007; SONG et al., 2009; SUQUET et al., 2009; CORPOREAU et
al., 2012; BOULAIS et al., 2015).

No Brasil, existem algumas informacgdes disponiveis sobre
cruzamentos entre espécies de ostras cultivadas do género Crassostrea
(ABSHER, 1989; TURECK, 2010). Porém, estes estudos ndo foram
acompanhados de analises especificas que pudessem confirmar as
interacdes reprodutivas e gendmicas entre elas. Para as espécies nativas,
embora tenham sido desenvolvidos estudos sobre a viabilidade de
gametas (SANTOS; NASCIMENTO, 1985; TURECK, 2010) e
maturacdo em laboratério (RAMOS et al., 2014; GOMES et al., 2014),
ndo ha protocolos estabelecidos que possam determinar a qualidade de
gametas maturados para produzir larvas capazes de se desenvolver em
sementes. O presente trabalho de tese insere-se neste contexto e propde
0 uso de técnicas e métodos para entender as relagBes entre estas
espécies e contribuir no avango do conhecimento sobre a sua reproducao
em laboratério.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Ostras do género Crassostrea cultivadas no Brasil: taxonomia,
distribuicéo e habitat

As ostras do género Crassostrea (Sacco, 1897) sdo moluscos
bivalves que se caracterizam por apresentar um corpo mole coberto com
duas valvas calcarias levemente assimétricas, alongadas na direcdo
dorsoventral e unidas por um ligamento articular no apice da concha,
chamado umbo. Em condi¢es naturais, a ostra é cimentada ao substrato
pela sua valva esquerda que ¢ maior e mais profunda do que a valva
direita, a qual funciona como uma tampa (GALTSOFF, 1964).

As espécies deste género estdo distribuidas nas zonas temperadas
e tropicais do globo, em ecossistemas estuarinos e de manguezais
(CARRIKER; GAFFNEY, 1996). A sua sistematica é complexa e dificil
de determinar, devido aos padrdes de crescimento xenomorficos e a falta
de caracteristicas anatdmicas diagndsticas (CARRANZA et al., 2009).

A partir da década de 90, marcadores cromossémicos (LEITAO
et al., 1999; WANG et al., 2004) e moleculares (HEDGECOCK et al.,
1999; IGNACIO et al., 2000; LAPEGUE et al., 2002; KLINBUNGA et
al., 2005; PIE et al., 2006; VARELA et al., 2007; CORDES et al., 2008;
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REECE et al.,, 2008; MELO et al., 2010b; LAZOSKI et al., 2011;
LUDWIG et al., 2011; GALVAO et al., 2013; TRIVEDI et al., 2015)
vem sendo usados como ferramentas para o conhecimento do estado
taxondmico das espécies e como subsidios & conservagdo e manejo dos
estoques naturais.

No Brasil, estudos usando marcadores nucleares (aloenzimas e
ITS-2) e marcadores mitocondriais (16S e COl), constataram a presenca
de quatro espécies do género Crassostrea em ambiente natural: duas
espécies de ostras nativas, (1) C. rhizophorae e (2) C. gasar (= C.
brasiliana) (IGNACIO et al., 2000; LAPEGUE et al., 2002; PIE et al.,
2006; VARELA et al., 2007; MELO et al., 2010b; LAZOSKI et al.,
2011; GALVAO et al., 2013); (3) uma espécie de origem asiética
(Crassostrea sp.) nas regides norte (VARELA et al., 2007; MELO et al.,
2010b), sul (TURECK, 2010) e sudeste (GALVAO et al., 2013); e (4) a
espécie C. gigas na costa de Santa Catarina (MELO et al., 2010a). Uma
revisdo mais recente do género Crassostrea, usando caracteres morfo-
anatémicos, propds mudancas na classificagdo taxonémica e distribuigdo
das espécies de ostras brasileiras (AMARAL & SIMONE, 2014).
Entretanto, os Ultimos autores ndo realizaram uma analise conjunta com
dados moleculares e de historia de vida para confirmar tal classificagao.

Para as espécies-alvo deste estudo, o estado taxonémico é
apresentado segundo a descricdo dentro do Sistema de Informagéo
Taxonomica Integrado (ITIS, “Integrated Taxonomic Information
System”; http://www.itis.gov/index.html).

o Filo Mollusca;

¢ Classe Bivalvia (Linnaeus, 1758);

o Sub-Classe Pteriomorphia (Beurlen, 1944;

o Ordem: Ostreoida

o Familia Ostreidae (Rafinesque, 1815);

o Género Crassostrea (Sacco, 1897);

o Espécie Crassostrea gasar (Adanson, 1757)
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)
Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828)

1.2.1.2 Ostras nativas, Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae
As espécies de ostras nativas brasileiras ocorrem no infra-litoral e

em regides entre marés, fixadas em raizes de mangue, rochas, lama e em
outras ostras (RIOS, 1994). A ostra do mangue, C. rhizophorae (Figura
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1), é encontrada preferencialmente na zona intertidal, fixada em raizes
de Rhizophora mangle, desde a costa do Caribe até a costa sul do Brasil
(CARRIKER; GAFFNEY, 1996). A ostra C. gasar (Figura 1) possui
ampla distribuicdo geogréfica, estendendo-se ao longo da costa da
Africa Ocidental Central, entre Senegal e Angola, sendo extremamente
abundante no Delta do Nilo (AFINOWI, 1984), e ao longo da costa da
América do Sul, desde a Guiana Francesa at¢é o sul do Brasil
(LAPEGUE et al., 2002). No Brasil, esta espécie distribui-se do Para até
Santa Catarina (LAZOSKI, 2004; MELO et al., 2010a; MELO et al.,
2010b; LAZOSKI et al., 2011), habitando o infra e meso-litoral (regido
mais inferior, T. Absher, com. pessoal) de costdes rochosos e
ecossistemas de manguezal (NASCIMENTO, 1991; CHRISTO;
ABSHER, 2006). Ambas as espécies ocorrem em aguas com
temperatura entre 23 e 31°C e sédo tolerantes a variages de salinidade
entre 0 a 40, com faixas ideais de 7,2 a 28,8 para C. rhizophorae e 8 a
34 para C. gasar (NASCIMENTO, 1991).

Figura 1. Espécies de ostras nativas do género Crassostrea no Brasil:
Crassostrea rhizophorae (esquerda) e Crassostrea gasar (direita).
Fotos: Simone Suhnel.

1.2.1.1 Ostra do Pacifico, Crassostrea gigas

De acordo com as informagBes da FAO, a ostra do Pacifico, C.
gigas (Figura 2), é uma espécie originaria do Nordeste da Asia, onde
tem uma importancia histdrica na aquicultura do Japao, Coréia e China.
E uma espécie que habita a zona intertidal inferior até profundidades de
40 m, fixada em substratos de fundo firmes, como rochas, detritos e
conchas, mas também pode ser encontrada em fundos lodosos e areno-
lodosos. A faixa 6tima de salinidade é entre 20 e 25, mas a espécie pode
ocorrer em aguas com salinidade inferior a 10 e superior a 35. A faixa
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de tolerancia a temperatura é de - 1,8 a 35°C, com zona de conforto
entre 20 e 24°C (FAO, 2005-2015).

Em vista do seu potencial para crescimento rapido e sua grande
tolerancia as variaveis ambientais, C. gigas foi introduzida como espécie
aquicola em muitas regides do mundo, para substituir os estoques sobre-
explorados de espécies nativas ou para alavancar a producdo local de
ostras (RUESINK et al., 2005). Segundo a revisdo de Miossec et al.
(2009), a introducdo desta espécie resultou no estabelecimento de uma
industria de malacocultura efetiva em muitos paises da Europa (Franca,
Reino Unido, Bélgica, Irlanda e Noruega), Oceania (Australia), Africa
(Africa do Sul), América do Norte (Canada e Estados Unidos) e
América do Sul (Chile, Peru, Argentina e Brasil).

Figura 2. Ostra do Pacifico, Crassostrea gigas, introduzida e cultivada
no Sul do Brasil Fonte: http://mat.lindner-home.net/Shells/Bivalvia.

1.2.2 Introducdo de C. gigas: impactos sobre a integridade das
ostras nativas

As invasOes biologicas sdo capazes de influenciar varios
processos ecoldgicos, causando mudangas complexas na estrutura
tréfica dos ecossistemas costeiros (TEIXEIRA et al., 2010). Ruesink et
al. (2005) reportaram 168 introducdes e 14 translocacGes de 18 espécies
de ostras em 73 paises ou regides, das quais 24 resultaram em invaséo.
Estes autores registraram populagdes naturalizadas de C. gigas
estabelecidas em 15 de 57 paises de quatro continentes onde a espécie
foi introduzida.
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No Brasil, a ocorréncia desta espécie em estoques naturais de
ostras na costa do Estado de Santa Catarina, foi confirmada por Melo et
al. (2010a), através da andlise de marcadores de DNA mitocondrial e
nuclear. Segundo descrito por estes autores, a introdugdo de C. gigas no
pais teve inicio na década de 80, na regido sudeste (Cabo Frio, Rio de
Janeiro, e Cananéia, Sao Paulo), e depois, na década de 90, na regido sul
(Floriandpolis, Santa Catarina).

Inimeros exemplos dos efeitos negativos da invasdo de C. gigas
em ecossistemas costeiros ao redor do mundo foram revisados por
Miossec et al. (2009), incluindo impactos ecoldgicos, genético-
evolutivos e a introducdo de patdgenos. De uma maneira geral, as
populagdes naturalizadas foram encontradas inicialmente préximas as
areas de cultivo e depois houve a colonizagdo de &reas mais distantes,
demonstrando a capacidade da espécie de dispersdo e de adaptacdo as
condi¢bes ambientais locais. Os efeitos sobre a biodiversidade estdo
ainda sendo investigados e discutidos, mas a competi¢do ecoldgica por
alimento e espa¢o com outras espécies filtradoras tem sido o principal
impacto observado, inclusive com espécies sobre-exploradas,
contribuindo para o declinio dos estoques naturais.

No Brasil, uma revisdo realizada por Teixeira et al. (2010)
concluiu que os estudos sobre moluscos ex6ticos em ambientes costeiros
s80 escassos e ndo existem trabalhos que tratem das interacBes das
espécies exoticas com as espécies nativas. No caso de C. gigas, apesar
de as condic¢des de temperatura na costa de Santa Catarina limitarem a
obtencdo de sementes no ambiente natural (FERREIRA et al., 2011), o
estabelecimento da espécie no ecossistema confirma a sua grande
capacidade de adaptacdo e torna necessario investigar a extensdo dos
impactos que podera causar sobre 0s estoques de ostras nativas.

Segundo Blanchet (2012), a maior dificuldade de avaliar os
impactos das invasdes bioldgicas é que se trata de um processo
transdisciplinar envolvendo conhecimentos de biologia fisioldgica,
evolutiva e ecoldgica aplicados ao longo de multiplas etapas de invasédo
(introducdo, estabelecimento, dispersdo e impactos). O autor ressalta a
utilidade das ferramentas moleculares modernas para fornecer
informacdes sobre as causas ecoldgicas e evolutivas e as consequéncias
das bioinvasdes em diferentes niveis de organizacdo bioldgica (ou seja,
gene, individuo, populacéo, espécie, comunidade e ecossistema).

Considerando que as espécies invasoras ndo compartilham de um
passado evolutivo com a comunidade invadida, Souza et al. (2009)
apontaram cinco tipos de mudancas a que estdo sujeitas: 1) hibridacéo;
2) rearranjos gendmicos; 3) modificacdo do genoma induzida pelo
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estresse; 4) efeito de determinados genes; 5) efeito gargalo
(“bottleneck™). No presente estudo, apenas a hibridacdo sera revisada.

1.2.3 Hibridac&o

A hibridacdo constitui o cruzamento entre espécies, populagdes
ou linhagens que pode ocorrer em ambiente natural ou artificial
(GJEDREM, 2005). A hibridacdo natural entre espécies de moluscos
introduzidas e espécies nativas pode representar uma séria ameaca a
integridade do “pool” génico das espécies nativas, resultando em perdas
de variabilidade genética e biodiversidade aquatica (PERRY et al.,
2002). Por outro lado, a hibridacdo pode gerar o efeito da heterose ou
vigor hibrido, sendo uma técnica util no melhoramento de linhagens de
cultivo, & medida que alguns grupos podem contribuir com genes de
interesse, se forem compativeis em termos de cruzamentos (ALLEN et
al., 1993a). A heterose tem sido comprovada dentro do programa de
cruzamentos entre linhagens de C. gigas (HEDGECOCK et al., 1995;
HEDGECOCK; DAVIS, 2007), entre populagdes de vieira Argopecten
irradians (Lamarck, 1819) (ZHENG et al., 2006) e entre espécies de
abalone do género Haliotis (Linnaeus, 1758) (CRUZ; GALLARDO-
ESCARATE, 2011).

Em ostras, embora haja mecanismos isolados antes e ap6s a
reproducdo para prevenir o cruzamento entre espécies e populagdes
naturais (GOSLING, 2003), a hibridacdo experimental entre espécies
tem sido demonstrada em alguns casos. Até a década de 90, havia
poucas informacdes sobre desempenho e/ou fertilidade de hibridos entre
espécies de ostras, principalmente devido a falta de marcadores
genéticos adequados para acessar o estado hibrido (GAFFNEY;
ALLEN, 1993).

Dinamani  (1992), usando marcadores aloenzimaticos,
identificaram a presenca de dois alelos raros na ostra do Pacifico
cultivada na Nova Zelandia que s6 tinham sido registrados na ostra
nativa, Saccostrea glomerata (Gould, 1850). Isto sugere que algum grau
de hibridacdo natural tenha ocorrido, com a introgressao de alelos de S.
glomerata no genoma de C. gigas durante a histéria evolutiva da
espécie. A compatibilidade gamética entre as duas espécies foi
observada em cruzamentos experimentais, quando odcitos de S.
glomerata foram fecundados com esperma de C. gigas, resultando no
desenvolvimento de larvas e sementes. Porém, analises genéticas das
amostras falharam em estabelecer o estado de hibridos verdadeiros.
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Dentro do género Crassostrea, Rodriguez-Romero e Oca (1998)
conduziram um estudo do cari6tipo de larvas hibridas entre C. virginica
(Gmelin, 1791) e C. rhizophorae. Os complementos cromossémicos em
todos os tipos de hibridos foram integrados normalmente para formar o
zigoto diploide. O namero diploide encontrado foi 20 e 0s cromossomos
dos hibridos foram similares aos cromossomos das espécies
progenitoras. Em estudos subsequentes usando  marcadores
citogenéticos, Leitdo et al. (1999) observaram o mesmo numero de
cromossomos (n = 20) também para C. gigas e C. gasar, entre outras
espécies do género Crassostrea, e Leitdo et al. (2007) confirmaram a
viabilidade de hibridos entre C. gigas e C. angulata (Lamarck, 1819).

A hibridacdo natural entre C. gigas e C. angulata na costa de
Portugal foi observada por Huvet et al. (2004), por meio de marcadores
microssatélites. Cruzamentos experimentais entre estas espécies
demonstraram ainda que: 1) os hibridos interespecificos sdo férteis e
nenhum isolamento reprodutivo é observado (HUVET et al., 2002); 2)
existe efeito materno para caracteristicas reprodutivas e de crescimento
nos hibridos (SOLETCHNICK et al., 2002); 3) o desempenho dos
hibridos em cultivo é intermediario ao de ambas as espécies € 0
desempenho de C. gigas €é significativamente maior que o de C.
angulata (SOLETCHNICK et al., 2002; BATISTA et al., 2007). Em
conjunto, estes trabalhos ressaltaram a necessidade da conservagdo das
populagdes de C. angulata em virtude da expansdo do cultivo de C.
gigas na Europa.

Além do caso de C. gigas x C. angulata, ndo ha evidéncia de
hibridacdo natural entre outras espécies do género Crassostrea. Em
condicdes de laboratdrio, inimeros estudos foram realizados para testar
a viabilidade de hibridos interespecificos e a hipdtese de heterose. Allen
et al. (1993b), demonstraram que a fecundacdo entre C. gigas e C.
virginica foi simétrica, mas o desenvolvimento das larvas hibridas foi
invidvel, ocorrendo mortalidade entre o oitavo e o décimo dia de
larvicultura.

Cruzamentos experimentais entre C. virginica e C. ariakensis
(Fujita, 1913) realizados por Bushek et al. (2008) resultaram na
formacdo de hibridos, indicando que o esperma de C. virginica foi
melhor para fertilizar os odcitos de C. ariakensis. Marcadores nucleares
(ITS1 e ITS2) confirmaram o estado hibrido de larvas com dois dias de
idade, mas o desenvolvimento larval ndo foi viavel. Segundo estes
autores, a magnitude da compatibilidade reprodutiva entre as espécies
depende das concentracdes gaméticas e da propor¢do de gametas
interespecificos na gua.
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Camara et al. (2008) conduziram testes de compatibilidade
gamética entre estoques de reprodutores de C. sikamea (Amemiya,
1928) e C. gigas no Japdo e nos Estados Unidos, usando marcadores
mitocondriais (COI) e nucleares (ITS1). Os autores demonstraram uma
incompatibilidade unidirecional entre odcitos de C. gigas e esperma de
C. sikamea nas populacdes japonesas, a qual foi menos evidente nos
Estados Unidos, indicando barreiras menores & hibridagdo
interespecifica em estoques cultivados comercialmente.

Xu et al. (2009) observaram uma pequena taxa de fecundagéo de
oocitos de C. sikamea com esperma de C. ariakensis. Larvas hibridas
foram confirmadas por meio de marcadores COI e ITS1 e apresentaram
um crescimento similar & espécie C. sikamea durante os primeiros nove
dias de vida, devido ao efeito materno. Apo6s este periodo, a
incompatibilidade gendmica causou efeitos negativos sobre o
crescimento e a sobrevivéncia, resultando em um pequeno ndmero de
sementes hibridas.

O potencial da hibridagdo para uso na ostreicultura foi
demonstrado por Huo et al. (2013; 2014), a partir de cruzamentos entre
C. hongkongensis e C. ariakensis, e por Zhang et al. (2015), através de
retrocruzamentos entre C. hongkongensis e C. gigas.

Huo et al. (2013; 2014) sugeriram que os hibridos entre fémeas C.
hongkongensis e machos C. ariakensis podem substituir C.
hongkongensis como espécie de cultivo no Norte da China. Os
principais resultados que suportam essa hipotese foram: um melhor
desempenho dos hibridos frente a C. hongkongensis em termos de
sobrevivéncia larval em aguas com temperaturas baixas (1), crescimento
e sobrevivéncia juvenil em aguas com salinidades altas (2) e
crescimento adulto ap6s 360 dias de cultivo (3).

Zhang et al. (2015) produziram artificialmente progénies
retrocruzadas de C. hongkongensis, C. gigas e hibridos de fémeas de C.
hongkongensis com machos de C. gigas. Os retrocruzamentos
interespecificos foram bem sucedidos e as progénies foram viadveis e
férteis, apresentando crescimento mais rapido do que as progénies dos
cruzamentos intraespecificos.

Para as espécies do género Crassostrea cultivadas no Sul do
Brasil, Absher (1989) observou o desenvolvimento de larvas-D em
cruzamentos experimentais entre C. rhizophorae e C. brasiliana (= C.
gasar), que foram viaveis até o nono dia de idade. Porém, ndo foi
possivel confirmar geneticamente a espécie a que pertenciam os animais
usados nestes cruzamentos e, consequentemente, ter certeza sobre o
estado hibrido das larvas resultantes. Além disso, Tureck (2010)
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observou a presenca de divisdes celulares em fecundagdes cruzadas de
odcitos de C. gasar com esperma de C. gigas e de odcitos de C. gigas
com esperma de C. gasar. No entanto, ndo foi possivel realizar as
analises genéticas das larvas para confirmar a sua identidade.

1.2.4 Reproducéo de ostras do género Crassostrea

A reproducdo é um aspecto fundamental da historia de vida de
qualquer espécie e o conhecimento dos processos reprodutivos €
determinante para 0 manejo de um recurso pesqueiro ou aquicola.

As ostras, como outros moluscos bivalves marinhos, tem ciclos
reprodutivos que envolvem periodos de producdo de gametas, desova,
fecundagdo, desenvolvimento larval, assentamento, metamorfose e
crescimento até a maturidade sexual. RevisGes sobre a reproducdo e o0s
estagios iniciais do desenvolvimento de bivalves, incluindo a familia
Ostreidae, foram realizadas por Andrews (1979), Mackie (1984),
Gosling (2003) e Helm, Bourne e Lovatelli (2004). Thompson et al.
(1996) detalharam as informagdes disponiveis sobre o sucesso
reprodutivo nas espécies do género Crassostrea em populagdes naturais
e cultivadas.

Como descrito em Gosling (2003), a produgdo de gametas
sexuais no tecido gonadico de moluscos bivalves ocorre a partir da
proliferacdo das células germinativas que se formam na parede epitelial
dos foliculos. Odcitos e espermatozoides sdo produzidos nos foliculos,
por meio de divisdes mitdticas e meidticas, sdo liberados através dos
gonodutos e aberturas urogenitais para a fecundacdo externa. O processo
de formagdo do odcito compreende mais estagios meidticos que se
completam na fecundacéo e um periodo subsequente de vitelogénese.

O controle da reproducdo envolve a interagdo complexa entre
fatores enddgenos, como patrimbnio genético e  processos
neuroenddcrinos, e fatores exdgenos, como disponibilidade de alimento
(em abundancia e qualidade), temperatura, ciclo lunar, profundidade,
intensidade luminosa, pluviosidade e salinidade (MACKIE, 1984). Estes
fatores causam uma grande variacdo dentro e entre as espécies de
bivalves, quanto a duracdo e a sincronizacdo de cada fase do ciclo
reprodutivo (GOSLING, 2003).

A maturacdo do tecido gonadico e a gametogénese variam ao
longo das estacBes do ano, atingindo seu maximo antes do inicio da
desova, nas épocas mais quentes (MACKIE, 1984). Para varias espécies,
a disponibilidade de alimento é o fator principal que determina a
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gametogénese, visto que se trata de um processo de demanda energética
e dependente da reserva de nutrientes (GOSLING, 2003).

As espécies de ostras do género Crassostrea sdo oviparas ou ndo-
incubatodrias e liberam odcitos e espermatozoides diretamente na coluna
d’agua onde ocorre a fecundagdo e o desenvolvimento larval (MACKIE,
1984). Em sua maioria, sdo organismos dioicos e apresentam razdes
sexuais iguais em populagfes naturais, embora a auséncia de
dimorfismo exija anélises microscopicas e histoldgicas para diferenciar
machos e fémeas (GALTSOFF, 1964; CHRISTO; ABSHER, 2006).
Estudos sugerem que algumas espécies deste género podem apresentar
um modelo complexo de reproducdo sexual, com a coexisténcia de
dioicia, hermafroditismo ocasional e reversao de sexo, que é controlado
principalmente pela disponibilidade de alimento e por mecanismos
moleculares  conservados (GUO et al, 1998; HEDRICK;
HEDGECOCK, 2010; ZHANG; XU; GUO, 2014).

Espécies marinhas como ostras apresentam uma alta fecundidade
e uma alta mortalidade nos primeiros estagios de vida, como resposta
evolutiva as condi¢cbes ambientais flutuantes (WILLIAMS, 1975).
Segundo Thompson et al. (1996), o sucesso da reproducdo em
populagdes naturais de ostras depende da proximidade dos sexos e de
sua resposta simultanea ao estimulo da desova, principalmente pelo fato
de que os gametas deterioram depois de poucas horas e 0s o6citos mais
pesados do que a &gua afundam rapidamente. Assim, ostras adultas
respondem as mudangas ambientais de macroescala que estimulam a
gametogénese e a desova quando as condi¢Oes estdo adequadas para a
sobrevivéncia de larvas e juvenis. A gametogénese é sincronizada de tal
forma que oocitos e espermatozoides sejam  liberados
concomitantemente para garantir a fecundacdo na agua e maximizar o
namero de zigotos.

Como observado por Galtsoff (1964), os machos sdo os primeiros
a iniciar a desova e sdo facilmente induzidos, respondendo aos estimulos
de forma inespecifica. A liberacdo de esperma por apenas um individuo
induz a desova de outros préximos e 0 processo se espalha por toda a
populacgdo de ostras. As fémeas sdo altamente especificas a estimulagédo
e respondem apenas as suspensdes de esperma da mesma espécie ou de
espécies proximamente relacionadas. A especificidade das fémeas é uma
garantia de que odcitos ndo podem ser liberados quando ndo ha esperma
na agua.

Galtsoff (1964) descreveu ainda que, nos primeiros estagios de
fecundacédo, a regido do acromossomo de um espermatozoide é ativa e
carrega uma substancia proteica que facilita a unido do espermatozoide a
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membrana vitelinica do odcito e a sua penetracdo no citoplasma.
Brandriff, Moy e Vacquier (1978) confirmaram que esta proteina,
empacotada na forma de granulos insoliveis (“bindin”), é responsavel
pela aglutinagdo dos oocitos ndo fecundados e pelo reconhecimento
espécie-especifico do espermatozoide a um receptor glicoproteico na
superficie do oo6cito. Desta forma, embora varios espermatozoides
possam se ligar a um odcito, apenas um penetra no citoplasma.
Entretanto, se a concentracdo de esperma na agua for muito alta, varios
espermatozoides podem entrar em um odcito e causar a poliespermia
que pode interferir no desenvolvimento embrionario normal
(GALTSOFF, 1964).

Gosling (2003) sugeriu que mecanismos de isolamento
reprodutivo antes e apds a fecundagdo existem para prevenir o
cruzamento entre espécies de moluscos na natureza. Mesmo dentro de
uma espécie, ha mecanismos que regulam o processo de fecundagéo, por
exemplo, sistemas de incompatibilidade gamética que previnem ou
regulam a autofecundacéo em espécies hermafroditas. Dentro do género
Crassostrea, estudos documentaram variac@es intraespecificas (MOY et
al., 2008) e interespecificas (WU et al., 2011) nos sistemas moleculares
de reconhecimento gamético. Para a espécie C. gigas, Moy et al. (2008)
propuseram que o alto polimorfismo detectado nas proteinas de
reconhecimento de espermatozoides é regulado geneticamente para
evitar a poliespermia, aumentando a intensidade do conflito sexual na
fecundacdo.

A partir da fecundacdo, os odcitos passam por divisbes meidticas
para reduzir o nimero de cromossomos a um nimero haploide antes dos
pré-nicleos da fémea e do macho fusionarem-se para formar o zigoto.
Dois corpusculos polares sdo liberados durante a divisdo meiotica e,
qguando aparentes, indicam sucesso da fecundacdo. Aproximadamente,
dentro de 30 a 45 min ap6s a fecundacao, os docitos fecundados atingem
0 estagio bicelular e, dentro de 24 h, passam através dos estagios
multicelulares de blastula e gastrula até se desenvolverem em larvas
trocoforas ciliadas (GALTSOFF, 1964). Na fase embrionaria, as
reservas de lipidio, proteina e glicogénio que foram armazenadas nos
o6citos sdo consumidas pelas larvas que se sdo produzidas em grandes
ndmeros e se dispersam na coluna d’agua (GOSLING, 2003).

Segundo a revisdo de Gosling (2003), o estagio inicial de
desenvolvimento é denominado prodissoconcha I, no qual a larva possui
uma concha em formato de D com duas valvas, um sistema digestorio e
um 6rgdo ciliado chamado velum que pode ser projetado por entre as
valvas. A alimentacdo inicia-se logo ap6s a formacdo do velum que
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permite que a larva nade para se manter na coluna d’agua, enquanto
coleta fitoplancton, matéria organica dissolvida, detritos e bactérias.
Dentro de uma semana de idade, aproximadamente, a larva veliger (com
100 a 120 um de comprimento de concha) secreta uma segunda concha
com linhas de crescimento e uma regido denominada umbo que se torna
mais proeminente no estagio prodissoconcha Il. Quando a larva se
aproxima da maturidade, desenvolve um pé, branquias rudimentares e
pequenos pontos circulares pretos (as manchas oculares) préximos ao
centro de cada valva. Entre periodos de atividade natatoria, a larva
pediveliger assenta e usa 0 pé para rastejar e encontrar um substrato
adequado, quando entdo passa por uma metamorfose e comega a sua
existéncia bentbnica. Larvas de ostras secretam um pequena gota de
cimento de uma glandula no pé, rolam e deixam a valva esquerda nela,
permanecendo fixadas neste local pelo resto de suas vidas. Apos a
metamorfose, a dissoconcha é secretada, semelhante a concha do animal
adulto em pigmentacéo, ornamentacao e contetdo mineral.

A duracdo do desenvolvimento larval varia de 18 a 30 dias e o
tamanho da maturidade larval é de 200 a 330 um, dependendo da
espécie e das condi¢cbes ambientais (HELM; BOURNE; LOVATELLLI,
2004). Mortalidades massivas ocorrem durante a fase de vida peldgica,
relacionadas aos padrbes de deslocamento horizontal e vertical das
larvas na coluna d’agua, que sdo dependentes da circulagdo oceanica, da
disponibilidade de luz e alimento, da temperatura e da salinidade
(ANDREWS, 1979). Mortalidades consideraveis podem ocorrer também
durante a metamorfose, quando as larvas sofrem uma reorganizacédo
morfolégica para mudar de uma existéncia planctonica para uma
existéncia bentnica (GOSLING, 2003).

1.2.4.1 Reproducdo de Crassostrea gigas

De acordo com as informagfes disponiveis na FAO, a ostra do
Pacifico é uma espécie hermafrodita protandrica, cujos individuos, em
sua maioria, maturam primeiro como machos e subsequentemente
podem mudar de sexo de acordo com as condi¢des de disponibilidade de
alimento (FAO, 2005-2015). As determinantes genéticas do sexo em C.
gigas foram demonstradas através de analises das razdes sexuais de
familias e da proposicdo de modelos genéticos (GUO et al., 1998;
HEDRICK; HEDGECOCK, 2010). Estes modelos, porém, ndo incluiam
informacBes sobre os genes relacionados com os mecanismos de
determinacdo sexual que foram investigados por Zhang, Xu e Guo
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(2014), através de andlises do transcriptoma do tecido gonadico de
machos e fémeas. Segundo estes ultimos autores, a grande variacio na
expressdo de genes determinantes do sexo em machos suportam o
modelo proposto por Guo et al. (1998), o qual reconhece dois gendtipos
de machos: machos FM que ndo sofrem reversdo sexual e machos FF
que podem mudar de sexo para fémeas.

A producdo de gametas e a composicao bioquimica em C. gigas
sdo moduladas por mudancas sazonais na abundéncia de fitoplancton e
na temperatura da dgua, havendo uma sincronizacdo entre a quebra de
glicogénio e o acimulo de lipidios (RUIZ et al., 1992). Segundo a
revisdo da FAO (2005-2015), a gametogénese nesta espécie inicia-se
nos meses de inverno, em torno de 10°C e em salinidades de 15 a 32.
Fémeas maduras de 8 a 15 cm produzem entre 50 e 100 milhdes de
oocitos com 50 a 60 um de didmetro em uma unica desova que, no
ambiente natural, ocorre em temperaturas acima de 20°C. As larvas
medem 70 pm de comprimento de concha no estagio prodissoconcha I e
0 desenvolvimento embrionario ocorre durante duas a trés semanas,
periodo em que as larvas se dispersam na coluna d’agua até assentarem
no fundo para completar a metamorfose ao estagio juvenil.

Com base na interacdo entre fatores ambientais e genéticos,
modelos desenvolvidos por Powell et al. (2002) e Hoffman et al. (2004)
sugeriram que: 1) niveis 6timos de temperatura e salinidade aumentam a
sobrevivéncia larval em areas com baixa disponibilidade de alimento,
permitindo um aumento da taxa de ingestdo e da eficiéncia de
crescimento; 2) o equilibrio da composi¢do do alimento influencia no
recrutamento das larvas ao estagio juvenil, a medida que o encurtamento
do estagio larval depende da disponibilidade de proteina para um
crescimento mais rapido e o sucesso na metamorfose é obtido por um
aumento do armazenamento de lipidios; 3) variagbes das condigdes
6timas de temperatura, salinidade e composicdo do alimento aumentam
0 tempo de duracdo do estagio larval e reduzem a sobrevivéncia das
larvas; e 4) estas variacfes ambientais reduzem a variacdo genética
populacional, favorecendo larvas oriundas de ovos grandes com alta
eficiéncia de crescimento.

Em relacdo a C. gigas cultivada no Sul do Brasil (SC), a espécie
elimina gametas preferencialmente no final da primavera, em novembro,
e secundariamente no final do verdo, em marco, periodos em que a
temperatura da 4gua varia de 26 a 30°C (FERREIRA et al., 2004). Este
padrdo de temperatura pode dificultar o recrutamento de larvas e a
obtencdo de sementes no ambiente natural, tornando obrigatério o
estabelecimento de um sistema de producdo em laboratério, com um
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setor de maturacdo para obter gametas viaveis em diferentes épocas do
ano (FERREIRA et al., 2011).

1.2.4.2 Reproducdo de C. rhizophorae e C. gasar

Como até pouco tempo as espécies C. rhizophorae e C. gasar (=
C. brasiliana) eram consideradas sinonimias (RIOS, 1994), muitos
estudos que trataram especificamente de uma dessas espécies podem ter
usado exemplares de ambas (LOPES et al., 2013; CASTILHO-
WESTPHAL et al., 2015). Por isso, as informacfes devem ser vistas de
forma cuidadosa.

Para a espécie C. rhizophorae nas regiGes Norte e Nordeste do
Brasil, a gametogénese ocorre ao longo do ano e sem um periodo de
repouso sexual, devido as pequenas variagbes de temperatura
(NASCIMENTO, 1991). A espécie tolera a influéncia de fatores
intrinsecos e extrinsecos e ndo passa por mudangas significativas em sua
atividade reprodutiva (FERREIRA et al., 2006). No entanto, a salinidade
exerce um estimulo desencadeador no processo de liberacdo dos
gametas que é perceptivel em épocas de maior precipitagdo
pluviométrica (LENZ; BOEHS, 2011). Esse padrdo reprodutivo é
também observado para a espécie na costa da Colémbia (VELASCO et
al., 2010). Na regido Sul do Brasil, C. rhizophorae apresenta uma maior
porcentagem de individuos sexualmente maturos nos meses mais
quentes do ano e de individuos com gbnadas vazias e/ou parcialmente
vazias nos periodos de adguas mais frias (CHRISTO; ABSHER, 2006).
Ainda assim, ndo ha um periodo de repouso reprodutivo total, visto que
ocorre a eliminacdo de gametas e a presenca de larvas ao longo de todo
0 ano (CHRISTO, 2006).

Para a espécie C. gasar, o ciclo reprodutivo difere ao longo da
costa do Brasil, dependendo da sazonalidade e das variaveis ambientais
na qualidade da dgua. Na regido norte, a predominancia de individuos
sexualmente maturos esta relacionada ao periodo de maior pluviosidade
(e menor salinidade da &gua) e a época de transicdo com o periodo de
seca (PAIXAO et al., 2013). Na regido sudeste, o periodo reprodutivo é
intermitente, com um pico de maturidade sexual na primavera, entre 0s
meses de outubro e novembro (AKABOSHI e PEREIRA, 1981,
GALVAO et al., 2000). O recrutamento das larvas ocorre em maior
nimero nas estacdes de primavera-verdo e verdo-outono, e estd
relacionado ao aumento da temperatura e a reducdo da salinidade
(AKABOSHI; PEREIRA, 1981; NALESSO et al., 2008). Na regido sul,
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0 numero de individuos maturos aumenta no final da primavera
(MONTANHINI NETO et al., 2012) até um maximo no verdo, quando
hd maior predominancia de fémeas aptas a liberacdo de gametas
(CHRISTO; ABSHER, 2006; GOMES et al., 2014). As maiores
concentracGes de larvas e as maiores taxas de captagdo de sementes séo
registradas no verdo, coincidindo com o pico de maturidade sexual
(MONTANHINI NETO et al, 2012). A temperatura, o0 oxigénio
dissolvido e a transparéncia da adgua foram os fatores ambientais que
mais influenciaram no ciclo reprodutivo da espécie nesta regido
(MONTANHINI NETO et al, 2012; GOMES et al., 2014).

1.2.5 Produgéo de sementes de ostras em laboratdrio

O avango no conhecimento sobre a reprodugdo das espécies de
moluscos bivalves e sobre as técnicas de cultivo larval nas décadas de
60 e 70 permitiu a implantacdo de laboratérios de maturacdo e
larvicultura (“hatcheries”), o controle do desenvolvimento larval e a
producdo regular de um grande nimero de sementes de qualidade, aptas
para engorda, nos periodos ideais de cultivo (HELM; BOURNE;
LOVATELLI, 2004).

Em ostras, recentes tecnologias desenvolvidas incluem sementes
triploides e programas de selecdo reprodutiva, direcionados a produgédo
de sementes de alta qualidade, com crescimento rapido e adaptadas a
condi¢des ambientais especificas. No género Crassostrea, programas de
selegdo restringem-se as espécies C. gigas e C. virginica (BOUDRY et
al., 2004).

Para C. gigas, a maturacdo sexual é controlada pela qualidade da
alimentacdo (UTTING; MILLICAN, 1997), pela temperatura e pelo
foto-periodo (FABIOUX et al., 2005). O condicionamento de animais
pode ocorrer ao longo do ano, em temperaturas entre 8 e 11°C, para a
producdo de sementes quando desejavel (FAO, 2005-2015).

O método de inducdo a desova comumente usado é a raspagem
do tecido gonadico (“strip”) de machos e fémeas sexualmente maturos
em separado e depois a fecundacéo direta da solucdo de odcitos com a
solucdo de esperma (GOSLING, 2003). Neste método, o6citos de 6 ou
mais fémeas sdo fecundados com pequenas amostras de
espermatozoides de um ndmero similar de machos (HELM;
MILLICAN, 1977; FAO, 2005-2015). A desova em massa é também
uma técnica usada, que envolve a liberacdo simultdnea de gametas de
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varios individuos em um dnico tanque, induzida por meio do aumento
da temperatura (UTTING; SPENCER, 1991).

De acordo com a revisdo da FAO (2005-2015), o
desenvolvimento embrionario de C. gigas até o estagio de larva-D dura
aproximadamente 24 h e ocorre em tanques com grande volume de agua
marinha filtrada, em temperaturas de 25 a 28°C e salinidades de 25 a 32,
sem fornecimento de ar ou alimento. As larvas sdo cultivadas em
sistema estatico ou de fluxo continuo de 4gua com alimento, ao longo do
estagio pelagico que dura de 14 a 18 dias, em temperaturas de 25 a 28°C
de temperatura e salinidade de 20 a 25. A densidade inicial varia de
20.000 larvas.L™ no sistema estatico a mais de 100.000 larvas.L™ no
sistema continuo e é reduzida ao longo da larvicultura, por meio da
mortalidade natural e do processo seletivo de peneiramento que ocorre
nas trocas de &gua e no manejo dos tanques (HELM; BOURNE;
LOVATELLI, 2004). O objetivo da producdo é selecionar somente as
larvas saudaveis e de crescimento rdpido para reduzir as taxas de
mortalidade e a duragdo da fase de assentamento (LOOSANOFF;
DAVIS, 1963).

A alimentagdo na larvicultura é baseada na dieta diaria com
microalgas cultivadas, de espécies flageladas dos géneros Isochrysis
(Parke, 1949) e/ou Pavlova (Butcher, 1952) e diatomaceas dos géneros
Chaetoceros (Ehrenberg, 1844) e/ou Thalassiosira (Cleve, 1873), cuja
composic¢do e concentracdo variam ao longo do desenvolvimento larval.
Esta dieta pode ser suplementada com uma ou mais espécies de
flagelados verdes do género Tetraselmis (Stein, 1878), quando as larvas
estdo proximas ao assentamento (HELM; BOURNE; LOVATELLLI,
2004).

Em muitas regides do mundo, as ‘“hatcheries” fazem o
assentamento e o crescimento das sementes até 3 a 5 mm de tamanho
em condi¢Bes controladas. O inicio do assentamento pode ser
previamente estimulado por meio de métodos fisicos (refrigeracdo das
larvas) e/ou quimicos (larvas em solucdo de neurotransmissor, como L-
DOPA ou epinefrina) (FAO, 2005-2015). Essa fase de producdo é
geralmente realizada em sistemas de tanques de grande volume com
renovacdo parcial da dgua diariamente, onde as sementes sdo mantidas
em recipientes com recirculacdo de agua por injecdo de ar comprimido
(sistema “upwelling”) (SPENCER; UTTING, 1991; HELM; BOURNE;
LOVATELLLI, 2004). Dietas com microalgas de alto valor nutricional
sdo fornecidas para promover o crescimento rapido das sementes até a
sua transferéncia para sistemas de bercarios e engorda no mar ou venda
aos produtores (FAO, 2005-2015).
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A técnica de assentamento remoto também é amplamente
utilizada para reduzir os custos de producdo de C. gigas. Os produtores,
ao invés de comprarem sementes de ostras, adquirem as larvas
pediveliger olhadas e induzem o assentamento diretamente em suas
instalagdes de cultivo. A fixa¢do das larvas olhadas pode ser feita em
conchas ou materiais plasticos acondicionados em bolsas
confeccionadas com redes. As sementes fixadas sdo levadas diretamente
para o local de cultivo e ali completam o seu crescimento (HELM,;
BOURNE; LOVATELLLI, 2004).

No Brasil, a produgdo programada de sementes de C. gigas é
realizada no Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade
Federal de Santa Catarina (LMM-UFSC), a partir de um setor de
condicionamento e maturacdo de reprodutores que sdo mantidos em
sistema de fluxo continuo de 4gua do mar e alimento, com controle de
temperatura de 14°C a 23°C, permitindo o estoque de gametas por um
periodo de até seis meses. Neste sistema, pode-se obter até 2 x 10°
ovocitos para cada inducdo a desova (300.000 a 400.000 odcitos por
fémea), produzindo até 30 milhdes de sementes de 1 mm. A manutencao
destas sementes em um sistema de caixas flutuantes no mar possibilitou
uma reducdo de 50% nos custos, em comparagdo ao sistema
“upwelling” de producdo de sementes maiores que 4 mm (FERREIRA
etal., 2011).

A produgdo regular de sementes de ostras nativas ndo estd
totalmente estabelecida. O LMM-UFSC vem, ao longo dos anos,
desenvolvendo pesquisas em intercambio com outras instituicdes para
consolidar um sistema de producdo adaptado as espécies nativas,
principalmente C. gasar, cujos adultos e formas jovens apresentam
tamanho superior a C. rhizophorae (CHRISTO; ABSHER, 2006;
CHRISTO; ABSHER, 2008).

A reproducdo em laboratério de C. rhizophorae e C. gasar é
realizada a partir de animais retirados diretamente do mar, sem um
programa sistematizado de condicionamento e maturacéo de gametas em
laboratério. Segundo descrito em Silveira et al. (2011), a desova em
massa (350 a 400 animais sem sexo determinado) € induzida em etapas
que envolvem estimulos fisicos (fluxo de agua, choque de temperatura e
exposicdo ao ar em uma calha de 400 L) e uma estimulacdo bioldgica
(adicdo de extratos de gametas sexualmente maturos em um tanque de
larvicultura de grande volume). O desenvolvimento embrionario ocorre
em 24 h e as larvas sdo cultivadas em sistema estatico, em tanques de
6.000 ou 15.000 L, com salinidade de 27, temperatura inicial de 25°C e
densidade inicial de 5.000 a 20.000 larvas.L™" A larvicultura tem
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duracdo entre 18 e 30 dias e as sementes sdo produzidas em sistema
“upwelling” até 3 mm de tamanho.

1.2.6 Pesquisas aplicadas ao sucesso da reproducdo de ostras em
laboratorio

Segundo Gjedrem (2005), programas de domesticagdo na
aquicultura sdo numericamente limitados, em razdo da complexidade do
ciclo reprodutivo das espécies que ndao é totalmente conhecido e,
consequentemente, ndo pode ser controlado no ambiente de cultivo. Isto
se aplica as espécies de ostras nativas brasileiras, cujo conhecimento
disponivel ainda ndo permite estabelecer uma producdo sustentavel de
sementes em laboratério.

Gjedrem (2005) ressalta ainda que, em espécies aquicolas, a
domesticacdo torna-se ainda mais dificil, devido as altas taxas de
fecundidade e de mortalidade na fase de vida larval. Estas caracteristicas
da estratégia de vida destas espécies podem resultar em uma grande
variagdo no sucesso reprodutivo entre individuos que podem contribuir
diferencialmente para a maturacdo de gametas, fecundacéo,
desenvolvimento larval, assentamento e crescimento (HEDGECOCK,
1994).

A qualidade gamética é definida como o potencial dos gametas
em produzir uma prole vidvel que pode ser quantificada em termos de
taxas de fecundacdo e desenvolvimento embrionario (SONG et al.,
2009). Além disso, outros fatores influenciam o sucesso reprodutivo de
ostras cultivadas, como interacBes od6cito-esperma, viabilidade
diferencial entre genotipos e selecdo (LANNAN, 1980; LANNAN et
al., 1980; GAFFNEY et al., 1993; BOUDRY et al., 2002; BUSHEK et
al., 2008; HEDGECOCK; PUDOVKIN, 2011).

Em ostras do género Crassostrea, os trabalhos publicados nesta
area do conhecimento tem sido direcionados a C. virginica e,
principalmente, a C. gigas, uma das espécies aquicolas mais importantes
economicamente. Pesquisas aplicadas ao desenvolvimento do cultivo em
laboratério de C. gigas desde a década de 80 contribuiram para o
estabelecimento de programas de cruzamentos (HEDGECOCK;
DAVIS, 2007) e de selecdo reprodutiva (WARD et al, 2000
LANGDON et al., 2003; DEGREMONT et al., 2007; KONG et al.,
2015). Mesmo assim, o sucesso reprodutivo de C. gigas é ainda
altamente variavel (BOULAIS et al., 2015).

Lannan (1980), a partir de cruzamentos fatoriais 2 x 2, inferiu que
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a variagdo na sobrevivéncia de larvas de C. gigas em sistema de
“hatchery” € explicada por componentes genéticos e ambientais.
Segundo este autor, determinadas combinacgdes entre machos e fémeas
influenciaram significativamente a sobrevivéncia larval e resultaram de
uma regulagdo genética na gametogénese. Assim, para um determinado
ambiente de cultivo, a sobrevivéncia maxima ocorreu a partir de
cruzamentos entre individuos que expressaram a condicdo 6tima de
desenvolvimento gonadico.

Lanan et al. (1980) descobriram que a desova e a fecundacdo que
parecem ser normais nem sempre resultam em sobrevivéncia larval e
assentamento satisfatérios. Confirmaram ainda que os odcitos que
fornecem o maior sucesso de assentamento sdo aqueles produzidos em
um intervalo de condicionamento 6timo durante a gametogénese;
oocitos liberados antes ou apés este periodo tiveram menor
probabilidade de produzir larvas que sobreviveram, desenvolveram-se,
assentaram e metamorfosearam. Estudos subsequentes (MURANAKA,;
LANAN, 1984; UTTING; MILLICAN, 1997) evidenciaram que o
alimento em quantidade e qualidade adequadas melhora a qualidade dos
gametas durante o condicionamento de reprodutores de ostras,
aumentando as taxas de desenvolvimento embrionério.

Helm e Millican (1977) demonstraram que o desenvolvimento
larval de C. gigas é grandemente retardado se a fecundacdo de odcitos
for atrasada por mais de 90 min e que concentracdes de até 100.000
odcitos.L™ permitem 80% ou mais de larvas-D bem desenvolvidas.
Stephano e Gould (1988) observaram que odcitos mantidos por um
periodo de 105 min ndo deterioram e produzem mais de 85% de larvas
normais, usando razdes de até 1.000 espermatozoides por odcito. Estes
autores recomendaram que 0s 00citos sejam deixados em repouso por
uma hora antes da fecundacéo, pois este tratamento reduz a incidéncia
de poliespermia para menos de 7%.

Gaffney et al. (1993) demonstraram, a partir de cruzamentos 2 x 2
dentro e entre populagbes de C. virginica, a existéncia de uma
incompatibilidade gamética moderada e efeitos de interacdo odcito-
esperma sobre a viabilidade de larvas, com taxas de fecundagdo mais
reduzidas nos cruzamentos entre populacGes. Bushek et al. (2008)
confirmaram que os gametas desta espécie permanecem viaveis por 4 a
6 h, com taxas de fecundacdo acima de 50%, as quais decairam com o
decréscimo da densidade de espermatozoides e a competicdo entre
gametas.

Para C. gigas, Suquet et al. (2009) desenvolveram um protocolo
de anestesia com Cloreto de Magnésio (MgCl,) que tem servido para o
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monitoramento da qualidade de gametas de C. gigas em laboratério, em
conjunto com outros protocolos estabelecidos, como de incubagédo
(SUQUET et al., 2007) e fecundacdo (SONG et al., 2009) de odcitos.
Este protocolo pode ser usado em um mesmo grupo de animais, em
meses consecutivos, com taxas de mortalidade quase nulas. O fato de
evitar o sacrificio de animais é particularmente valioso, uma vez que
permite a conducdo de experimentos que podem monitorar a condi¢éo
de um mesmo estoque e direcionar as estratégias de reprodugdo
(SUQUET et al., 2009; 2010). Além disso, Corporeau et al. (2012) e
Boulais et al. (2015) conduziram estudos sobre a qualidade biogquimica
de odcitos e larvas trocoforas, aumentando o conhecimento sobre 0s
fatores proteicos e 0s processos protedmicos envolvidos na competéncia
de desenvolvimento desta espécie.

Para as espécies de ostras nativas cultivadas no Brasil, estudos
sobre maturacdo de gametas e desenvolvimento de formas jovens vem
sendo realizados para entender as variveis ambientais e 0s processos
biolégicos envolvidos na producdo em laboratério. Porém, ndo existem
informag6es nem protocolos definidos sobre a capacidade de gametas
maturados em condi¢Ges controladas de desenvolver larvas que sejam
capazes de produzir sementes (GOMES et al., 2014).

Para C. rhizophorae, Santos e Nascimento (1985) observaram
que o desenvolvimento embrionério foi alcancado em 24 h, em faixas de
salinidade entre 25 e 37 e de temperatura entre 25°C e 30°C. Estes
autores demonstraram que, dentro de 45 min apds a coleta de esperma,
50% dos o6citos foram fecundados e produziram larvas-D normais; apés
60, 90 e 120 min, a taxa de fercundagdo diminuiu para 35%, 25% e
16%, respectivamente. Determinaram ainda que concentracdes de
10.000 a 40.000 oécitos.L™" sdo melhores para a producdo de lavas-D e
que a poliespermia deletéria pode ser evitada mantendo concentragdes
de esperma de 500 a 5.000 por odcito, em salinidade de 25 e
temperatura de 25°C.

Miranda e Gusenski (1999) verificaram que as melhores taxas de
crescimento larval sdo obtidas em temperatura de 25°C e densidades
entre 5.000 e 15.000 larvas.L?, e que a sobrevivéncia diminui em
temperaturas altas (30°C) e em salinidades baixas (< 20). A faixa 6tima
de salinidade para o crescimento de larvas de C. rhizophorae foi entre
20 e 30 (LEMOS et al., 1994; MIRANDA; GUSENSKI, 1999) e para 0
crescimento de sementes entre 15 e 25 (GUIMARAES et al., 2008).

Na espécie C. gasar, a maturacdo sexual foi relacionada com o
aumento da temperatura (RAMOS et al., 2014) e também com a redugéo
da salinidade (GOMES et al., 2014). A taxa de fecundacdo de odcitos
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diminui progressivamente ap6s 30 min da coleta de gametas, devido a
perda da mobilidade dos espermatozoides (TURECK, 2010). O
desenvolvimento embrionrio, o crescimento e a sobrevivéncia de larvas
apresentaram melhores resultados na salinidade de 28 (LEGAT, 2015).
As taxas de assentamento de larvas e recuperacdo de sementes foram
maiores usando coletores plasticos e p6 de concha para induzir a
metamorfose dentro das unidades de cultivo, em comparacdo as taxas de
assentamento de larvas tratadas com o composto epinefrina (CgH13NO3
C4HsOs) (SILVEIRA et al., 2011). Por ser a pratica comum adotada no
LMM-UFSC, o assentamento de larvas apos tratamento com epinefrina
foi avaliado em diferentes temperaturas e salinidades, resultando em
melhores taxas de recuperacdo na salinidade de 20 e na temperatura de
27°C (AREIAS, 2012).

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

Contribuir com conhecimentos sobre a reproducdo em laboratério
de espécies de ostras do género Crassostrea cultivadas no Brasil.

1.3.2 Objetivos especificos

o Avaliar um método de anestesia que permita amostrar o tecido
gonadico e determinar o sexo das espécies de ostras do género
Crassostrea sem o sacrificio de animais;

o Auvaliar o sucesso de cruzamentos entre as espécies C. gigas,
C. rhizophorae e C. gasar;

o Identificar possiveis hibridos interespecificos, por meio de
marcadores de DNA mitocondrial e nuclear.
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CAPITULO I.
ANESTESIA EM OSTRAS DO GENERO Crassostrea
CULTIVADAS NO BRASIL

O artigo foi submetido e aceito para publicacao no periddico
Boletim do Instituto de Pesca, sendo redigido segundo as normas da
referida revista cientifica.
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RESUMO

Este estudo avaliou: o tempo necessario para inducdo a anestesia e
recuperacdo de ostras Crassostrea rhizophorae, Crassostrea gasar e
Crassostrea gigas, utilizando o sal cloreto de magnésio (MgCly); a
sobrevivéncia dos animais apds anestesia e amostragem de tecido
gonadico; e a geracdo de larvas-D ap6s anestesia. Para cada espécie, trés
grupos de 10 animais foram mantidos em 50 gL™ de MgCl,, salinidade
de 36, temperatura de 22°C e aeragdo constante. Um grupo controle foi
mantido em solugdo sem MgCl,. A cada 1h, ostras anestesiadas foram
registradas, amostradas para determinar o sexo e colocadas em agua do
mar limpa para avaliar sua recuperacéo a cada 30 min. As amostragens
das gdnadas foram feitas ao lado do musculo adutor posterior, usando
seringas de 1 mL e agulha de 0,60x25 mm. Cruzamentos fatoriais foram
gerados dentro e entre grupos de ostras anestesiadas e ndo anestesiadas
para produzir larvas-D em C. gigas. A sobrevivéncia apds 10 dias de
anestesia foi de 100% para as trés espécies. Para C. rhizophorae e C.
gigas, 100% dos animais foram anestesiados apds 360 min e
recuperados apds 240 e 150 min, respectivamente. Para C. gasar, 87%
foram anestesiados apds 720 min e recuperados apds 240 min. Néo
houve diferenca significativa no nimero de larvas-D entre os
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cruzamentos. O MgCl, serviu como relaxante muscular eficiente e
permitiu determinar o sexo nas trés espécies de ostras estudadas. N&o
foram verificados efeitos deletérios sobre a sobrevivéncia das trés
espécies ou na geragdo de larvas-D de C. gigas.

Palavras-chave: anestésicos, cloreto de magnésio, Crassostrea gasar,
Crassostrea rhizophorae, Crassostrea gigas, larva D.

ANESTHESIA IN OYSTERS OF THE GENUS Crassostrea
CULTURED IN BRAZIL

ABSTRACT

This study evaluated: 1) the time required for anesthesia induction and
recovery of oysters Crassostrea rhizophorae, Crassostrea gasar and
Crassostrea gigas using magnesium chloride (MgCly); 2) the survival
after anesthesia and gonad sampling; and 3) the D-larvae generation
after anesthesia. For each species, three groups of 10 animals were kept
in 50 g.L" MgCl,, salinity of 36 and temperature of 22°C. One control
group was kept in solution without MgCl,. Every 1h anaesthetized
oysters were recorded, sampled to determine sex and placed in clean
seawater to assess recovering every 30 min. Gonad samplings were
made on the left side, above the adductor muscle, using 1 mL syringes
and needles (0,60 x 25 mm). Factorial crosses were generated within
and between anaesthetized and non-anesthetized oyster groups to
produce D-larvae in C. gigas. The survival after 10 days of anesthesia
was 100% for the three studied species. For C. rhizophorae and C.
gigas, 100 % of the animals were anesthetized after 360 min and were
recovered after 240 e 150 min, respectively. For C. gasar, 87 % were
anesthetized after 720 min and recovered after >240 min. There were no
significant differences in D-larvae numbers between factorial crosses.
The salt MgCl, served as an efficient relaxant and cause no deleterious
effect on the survival of the three studied species, or on the D-larvae
generation in C. gigas.

Keywords: anaesthetics, magnesium chloride, Crassostrea gasar,
Crassostrea rhizophorae, Crassostrea gigas, D-larvae.

INTRODUCAO

A producdo de ostras cultivadas no Brasil é relativamente
pequena (3.670 mil toneladas; BRASIL, 2013) em comparagao a outras
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regides do mundo, como China (3,68 milhGes de toneladas, Japdo (261
mil toneladas), Coreia (238 mil toneladas) e Franca (115 mil toneladas)
(FAO, 2005-2015). Entretanto, a ostreicultura constitui uma fonte de
renda para populages litordneas que dependem dos recursos pesqueiros
para a sua sobrevivéncia. A espécie mais importante economicamente é
a ostra do Pacifico, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), que representa
cerca de 90% da producéo total de ostras cultivadas (BRASIL, 2013;
EPAGRI, 2014). O cultivo de C. gigas esta concentrado no Estado de
Santa Catarina, principalmente nas Baias Norte e Sul de Floriandpolis
(27°69°S; 48°57°W) (MELO et al., 2010) e vem se expandindo ao longo
dos anos, com um aumento de 43 t em 1991 para 2.932 t em 2013
(EPAGRI, 2014).

Apesar do potencial de C. gigas para crescimento rapido, a sua
baixa toleréncia a temperaturas mais quentes (POLI, 2004) limita, no
momento, as areas de cultivo as regides Sudeste e Sul do Brasil.
Portanto, para fortalecer a ostreicultura em territério nacional, é
necessario direcionar esforcos de pesquisa e adaptar tecnologias para a
otimizagdo da produgdo das espécies de ostras nativas, Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828) e Crassostrea gasar (Adanson, 1757),
principalmente nas regides tropicais do Norte e Nordeste do pais.

A producdo em laboratorio (“hatcheries”) é o método mais
efetivo para a obtengdo de sementes de ostras, com um minimo de
impacto sobre as populagBes naturais, desde que ndo seja possivel a
captura de larvas e sementes em coletores no ambiente (FERREIRA,;
NETO, 2007). No Sul do Brasil, a produgdo de sementes de ostras em
“hatcheries” € realizada pelo Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e, em menor escala,
pelo Laboratério “Blue Water Aquaculture”.

Em “hatcheries”, animais sexualmente maturos podem ser
induzidos a desova em massa por meio de choque térmico e exposicao
ao ar (SILVEIRA et al., 2011), ou podem ser abertos e ter seus gametas
raspados (“strip”) do tecido gonadico para a fecundacédo direta na agua
(FAO, 2005-2015). Em ambos os casos, no LMM-UFSC, antes de cada
evento de desova, amostras de tecido de até 40 reprodutores sdo
retiradas para a determinacdo do sexo e da qualidade dos gametas. O
nimero de reprodutores abertos e amostrados pode ser ainda maior
quando as condicGes de desenvolvimento gonadico ndo sdo ideais e
quando é preciso igualar a razdo entre machos e fémeas para a
fecundacéo (C.M.R. Melo, comunicacgéo pessoal).

A bidpsia de tecidos em ostras sem sedacdo geralmente envolve
procedimentos letais, visto que a concha deve ser removida para se obter
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amostras. Na ostreicultura, evitar o sacrificio dos animais é
particularmente valioso para fins comerciais e de pesquisa, a medida que
permite conduzir experimentos para estabelecer melhores estratégias de
selegdo de reprodutores (SUQUET et al., 2009). Técnicas de anestesia
tem sido empregadas com sucesso para minimizar o estresse no
manuseio de animais e reduzir as mortalidades relacionadas a pesquisa
(BUTT et al., 2008) e também para facilitar bidpsias de tecido e estudos
de gametogénese individual (SUQUET et al., 2010).

Os relaxantes musculares benzocaina e propileno fenoxetol tem
sido usados como anestésicos efetivos durante o processo cirdirgico para
a producdo de pérola nas espécies Pinctada albina (Lamarck, 1819),
Pinctada maxima (Jameson, 1901), Pinctada margaritifera (Linnaeus,
1758) e Pinctada fucata (Gould, 1850) (NORTON et al., 1996;
ACOSTA-SALMON et al., 2005; MAMANGKEY et al., 2009). No
entanto, estes relaxantes quimicos provaram ser inadequados para uso
em outras espécies, como Strombus gigas (Linnaeus, 1758) (ACOSTA-
SALMON; DAVIS, 2007) e Saccostrea glomerata (Gould, 1850)
(BUTT et al., 2008).

O cloreto de magnésio (MgCl,) constitui-se em um relaxante
eficiente, ndo-tdxico e facilmente administravel a espécies de moluscos
(ACOSTA-SALMON; DAVIS, 2007). Este vem sendo usado com
sucesso nas espécies de ostras S. glomerata (BUTT et al., 2008), C.
gigas (SUQUET et al., 2009), Ostrea edulis (Linnaeus, 1758)
(SUQUET et al., 2010) e Ostrea chilensis (Philippi, 1845) (ALIPIA et
al., 2014). Para C. gigas e O. edulis, SUQUET et al. (2009, 2010),
respectivamente, desenvolveram um protocolo confidvel de anestesia e
amostragem de tecido gonadico para determinacdo sexual, o qual foi
validado em uma mesma amostra de animais, anestesiados e amostrados
mensalmente durante trés meses consecutivos, resultando em baixas
taxas de mortalidade.

N&o existem estudos sobre anestesia em ostras do género
Crassostrea cultivadas no Brasil. O desenvolvimento de um método
ndo-destrutivo direcionado ao manejo de reprodutores permitiria
amostragens sucessivas dos mesmos animais e estudos descritivos de
gametogénese individual, visando ao estabelecimento de um futuro
programa de selecdo reprodutiva. O protocolo-modelo descrito para C.
gigas (SUQUET et al., 2009) deve ser avaliado quanto a necessidade de
adaptacdes para as espécies nativas, C. rhizophorae e C. gasar, € para as
caracteristicas operacionais do laboratério de producdo. Além disso, é
necessario investigar os efeitos da anestesia sobre o sucesso de
fecundacdo e formacéo de larvas-D destas espécies. Neste sentido, este
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estudo avaliou o tempo requerido para a anestesia, usando MgCl, (50
g.L™"), e para a recuperacdo de C. rhizophorae, C. gasar e C. gigas
(espécie controle), a sobrevivéncia apOs anestesia e amostragem do
tecido gonadico, e a fecundagdo e o desenvolvimento de larvas-D a
partir de animais anestesiados.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Moluscos Marinhos
(LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), localizado
na Barra da Lagoa Floriandpolis, SC. Animais adultos de C.
rhizophorae (48,6 + 7,1 mm; 20,0 £ 5,0 g), C. gasar (70,7 £ 22,9 mm;
46,3 £ 5,0 g) e C. gigas (114,0 + 16,4 mm; 167,7 = 41,0 g) foram
coletados na &rea de cultivo experimental, na praia de Sambaqui
(27°35°S e 48°32°W), Florianopolis e transportados ao LMM-UFSC. Os
exemplares foram colocados em tanques de condicionamento (500 L),
separados por espécie, e mantidos em sistema de fluxo continuo de
agua, em constante aeragdo, temperatura (23°C) e salinidade (36), até os
experimentos subsequentes de anestesia. Durante o periodo de
manutencdo, o0s animais foram alimentados com a microalga
Chaetoceros muelleri (Lemmermann, 1898), em uma concentracgdo final
de 20 a 40 x 10* cell.mL™, em sistema continuo.

Dois experimentos foram realizados neste estudo. O Experimento
I, desenvolvido com C. rhizophorae, C. gasar e C. gigas, determinou o
tempo para anestesia e recuperacdo e a sobrevivéncia de animais
anestesiados e amostrados em seu tecido gonadico. O Experimento Il foi
desenvolvido apenas com C. gigas e avaliou o efeito da anestesia sobre
0 nimero resultante de larvas-D formadas ap6s 24h da fecundacdo. Nao
foi possivel realizar este experimento para as espécies de ostras nativas
porque, apos a determinacdo sexual, ndo houve disponibilidade de
fémeas de C. gasar e machos de C. rhizophorae para 0s cruzamentos.

Experimento |

Exemplares de cada espécie (n=40) foram retirados
aleatoriamente dos tanques de 500 L e colocados sob condi¢Bes de
jejum alimentar por 12h (overnight), em recipientes de 30 L contendo
agua marinha filtrada com constante aeracdo, temperatura (22°C) e
salinidade (36) antes do experimento de inducdo a anestesia. A altura e o
peso (mido de cada ostra foram registrados.

Apds este periodo, trés grupos de 10 animais de cada espécie
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foram anestesiados em recipientes de 10 L, contendo uma solugéo de 50
g.L™" (525 mM) de Cloreto de magnésio (MgCl,) e 4gua, conforme os
procedimentos descritos em SUQUET et al. (2009). Para evitar o
aumento da salinidade pela adicdo de MgCl, o meio de dilui¢do foi 6 L
de &gua doce e 4 L de agua marinha. Um grupo controle de 10 animais
de cada espécie foi colocado em um recipiente de 10 L contendo agua
marinha sem MgCl,, nas mesmas condi¢fes do dia anterior.

A aeracdo foi mantida constante em todos os grupos e a
salinidade e a temperatura foram monitoradas ao longo do experimento
que teve duragdo de 6h. A cada 1 h (60, 120, 180, 240, 300, 360 min),
foi contado o numero de ostras anestesiadas e ndo anestesiadas por
réplica. Os animais foram considerados anestesiados quando
permaneceram com as suas valvas abertas ap0s sucessivas pressdes
exercidas na concha. As ostras que ndo foram anestesiadas ap6s 360 min
(6 h) foram mantidas por mais 360 min na solu¢cdo de MgCl, para
avaliagdo final.

As ostras anestesiadas foram separadas em dois grupos. Um
grupo (R) foi transferido diretamente para recupera¢do, em recipientes
separados por espécie [C. rhizophorae (Rrh; n=15); C. gasar (Rga;
n=16); e C. gigas (Rgi; n=10)]. O outro grupo (S) foi amostrado para
determinacdo do sexo por espécie [C. rhizophorae (ASrh; n=15); C.
gasar (ASga; n=14); e C. gigas (ASgi; n=20)] e depois transferido para
recuperacao.

A amostragem do tecido gonadico foi realizada ao lado do
musculo adutor posterior dos animais anestesiados, usando uma seringa
de 1 mL com uma agulha de 0,60 x 25 mm (23 gauge) para cada
individuo (SUQUET et al, 2009). Cada amostra de tecido
(aproximadamente 0,05 mL) foi puxada com a seringa e colocada em
uma lamina de vidro e o sexo foi determinado usando um microscépio
6tico binocular com amplificacdo de 40x e 100x.

A recuperacdo da anestesia foi monitorada a cada 30 min, por
réplica de animais e por espécie, em recipientes de 10 L contendo agua
marinha filtrada e esterilizada, com aeracdo, temperatura (22°C) e
salinidade (36) constantes. As ostras foram consideradas recuperadas
quando retomaram a habilidade de fechar as valvas imediatamente apds
0 Seu manuseio.

Apds a recuperacdo, 0s grupos controles e 0s grupos de animais
induzidos foram identificados e dispostos nos tanques de
condicionamento para o registro da sobrevivéncia durante 10 dias. A
sobrevivéncia foi comparada dentro de cada espécie e entre trés
diferentes grupos: 1) ostras anestesiadas e amostradas (grupo S); 2)
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ostras anestesiadas e nao-amostradas (grupo R); e 3) ostras ndo-
anestesiadas e ndo-amostradas (grupo controle).

Experimento 11

O efeito da anestesia sobre a atividade reprodutiva de C. gigas foi
avaliada a partir de 55 exemplares retirados, aleatoriamente, dos tanques
de condicionamento e separados em dois grupos distintos: um grupo
controle de ostras ndao-anestesiadas (n=25) e um outro grupo submetido
ao tratamento anestésico (n=30). Os procedimentos de anestesia e
amostragem do tecido gonadico foram os mesmos acima descritos. O
tempo de anestesia foi fixado em 180 min.

Apds a determinacdo do sexo, um conjunto de quatro fémeas e
quatro machos maturos foram selecionados do grupo controle (C) e do
grupo de ostras anestesiadas (A). Fémeas e machos foram avaliados em
microscopio 6tico (40x e 100x), respectivamente, com base no nimero,
forma e tamanho de o6citos e no numero e motilidade de
espermatozoides. As fémeas selecionadas apresentaram um alto nimero
de odcitos grandes e mais arredondados e os machos selecionados, um
alto nimero de espermatozoides moveis.

A obtencdo de gametas foi realizada com o sacrificio dos
animais por meio da raspagem do tecido gonadico (“strip”). Apds o
“strip” de cada conjunto separado de fémeas (A e C), os obcitos foram
hidratados por 1 h, em recipientes de 10 L contendo agua marinha
filtrada a 1 um e esterilizada por luz ultravioleta (UV), com salinidade
de 36 e temperatura de 25°C. Para a quantificacdo dos odcitos
hidratados, trés amostras de 0,2 mL de cada solucdo foram diluidas em
trés provetas de 5 mL contendo 4gua marinha e depois trés amostras de
0,2 mL foram coletadas em camaras de “Sedgewick-Rafter” e
visualizadas em microscépio Otico com amplificacdo de 40x. Em
seguida, cada solugdo foi dividida em seis partes iguais com
concentracdo de 150 o6citos.mL™.

Volumes de 30 mL de solugdo de espermatozoides (A ou C)
foram adicionados a cada 20 min por 1 h, para induzir a fecundacéo dos
oocitos (A ou C). Desta forma, cruzamentos fatoriais 2 x 2 foram
gerados dentro e entre ostras anestesiadas (A) e ndo-anestesiadas (C),
produzindo quatro grupos em triplicatas: fémeas A x machos A; fémeas
A x machos C; fémeas C x machos A; e fémeas C x machos C. Ap6s 24
h, trés amostras de 0,5 mL de cada réplica dentro de cada cruzamento
foram retiradas e colocadas em cdmaras de “Sedgewick-Rafter” para a
quantificacdo de larvas-D.
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Andlise Estatistica

O tempo para anestesia e recuperacdo dos animais, a
sobrevivéncia e o numero de larvas-D foram analisados por meio de
ANOVA e teste de Tukey, usando o pacote computacional SAS®, apds
verificagdo quanto & normalidade dos erros e & homogeneidade das
variancias. O efeito do peso, da altura e do sexo dos animais sobre o
tempo para anestesia e recuperagdo foram analisados usando Correlagdo
de Pearson e teste- t.

RESULTADOS
Experimento |

A salinidade (36) e a temperatura da agua (22°C) permaneceram
constantes durante todo o periodo experimental (tempo total de inducéo:
720 min). Apdés 120 min de exposi¢cdo ao MgCl,, 96,7 * 4,7% dos
exemplares de C. rhizophorae, 93,3 + 4,7% de C. gigas e 83,3 £ 17,0%
de C. gasar foram anestesiados (Figura 1). Ap6s 360 min, 100% das
ostras C. rhizophorae e C. gigas foram induzidas ao relaxamento
muscular, mas 13,3 £ 12,5% das ostras C. gasar ndo foram anestesiadas.
Mesmo depois de 360 min adicionais, este percentual de ostras C. gasar
ndo respondeu a anestesia e permaneceu com as valvas fechadas.

O tempo requerido para a recuperagdo dos animais anestesiados
(Figura 2) foi maior em C. rhizophorae (240 min) e em C. gasar (>240
min), e estatisticamente diferente (p<0,0001) comparado ao tempo em
C. gigas (150 min). Ap6s 60 min, 96,7 + 4,7% das ostras C. gigas
fecharam suas valvas espontaneamente, em compara¢do com apenas 7,0
+ 5,0% de C. gasar e nenhum individuo (0%) de C. rhizophorae. Ap6s
150 min, quando 100 % das ostras C. gigas tinham se recuperado, 38%
de C. gasar e aproximadamentel3% de C. rhizophorae ainda estavam
anestesiadas.

O peso Umido e a altura dos animais ndo tiveram influéncia sobre
a eficiéncia de anestesia e recuperacdo para as trés espécies estudadas.
Ambos os animais menores e maiores requereram o mesmo tempo para
serem anestesiados e se recuperarem. Os valores minimos e maximos de
peso e altura para C. rhizophorae, C. gasar e C. gigas sao apresentados
na Tabela 1.

Os procedimentos usados para a amostragem do tecido gonadico
permitiram identificar fémeas, machos e animais com sexo
indeterminado nas trés espécies de ostras (Tabela 2). Ndo houve
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diferenca significativa em relacdo ao sexo e o tempo para a anestesia dos
animais amostrados (grupo S) de cada espécie. Apenas um macho de C.
gigas nao foi anestesiado apds 120 min de inducdo. Em relacdo ao
tempo para recuperacao apds a anestesia e a bidpsia de tecido, as fémeas
de C. gigas (Figura 3C) e de C. rhizophorae (Figura 3B) requereram
mais tempo para se recuperarem do que os machos. Todavia, 0s
ndmeros amostrais de fémeas C. gigas e machos C. rhizophorae foram
muito pequenos para indicar diferencas estatisticas ao nivel de
significancia de 0,05. Para C. gasar, ndo houve padréo de diferenciacéo
por sexo durante o tempo de recuperagdo (Figura 3A).

Apds 10 dias da exposi¢do ao relaxante MgCl, e das bidpsias de
tecido, ndo foi observada mortalidade nos grupos de animais
anestesiados e amostrados (S), anestesiados e ndo amostrados (R) e nos
grupos controles das trés espécies estudadas.
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Figura 1. Porcentagens cumulativas de ostras anestesiadas C.
rhizophorae, C. gasar e C. gigas ap6s exposicdo ao MgCl,. O tempo
indica a duracdo da exposicdo antes do relaxamento dos animais. As
porcentagens foram calculadas em incrementos de 60 min até 360 min
(6 h) ap6s a exposicao inicial. As barras mostram os desvios-padrao.
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Figura 2. Porcentagens cumulativas de ostras recuperadas C.
rhizophorae, C. gasar e C. gigas apdés exposicdo ao MgCl,. As
porcentagens foram calculadas em incrementos de 30 min até 240 min
(4 h) ap6s a recuperacao inicial. As barras indicam os desvios-padréo.

Tabela 1. Valores minimos e maximos de peso Umido e altura de ostras
anestesiadas, para as trés espécies do género Crassostrea estudadas (C.
rhizophorae, C. gasar e C. gigas).

Altura Peso Umido
Espécie (mm) (9)
Minima Maxima Minimo Maximo
C. rhizophorae 33,00 66,00 10,36 33,32
C. gasar 45,00 132,00 35,36 55,05

C. gigas 93,00 155,00 106,58 299,92
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Tabela 2. Machos (M), fémeas (F) e animais indeterminados ()
identificados a partir da amostragem do tecido gonadico de ostras
anestesiadas, usando seringas e agulhas (Experimento 1).

Espécie Machos Fémeas Indeterminados
(%) (%) (%)

C. rhizophorae 13 67 20

C. gasar 57 07 36

C. gigas 35 10 55

Experimento 11

Apds 180 min de exposi¢do ao MgCl,, 100% das ostras C. gigas
foram anestesiadas. A avaliagdo do tecido gonadico identificou 28% de
machos, 28% de fémeas e 44% de individuos indeterminados dentro do
grupo controle (C). No grupo anestesiado (A), foram identificados 33%
de machos, 40% de fémeas e 27% de animais indeterminados.

A andlise da motilidade de espermatozoides identificou 80% e
100% de machos ativos nos grupos anestesiados (A) e ndo anestesiados
(C), respectivamente. Do niimero total de fémeas, 43% do grupo C e
33% do grupo A apresentaram o00citos numerosos, grandes e
arredondados, e foram usados na desova.

O namero total de odcitos de fémeas anestesiadas e ndo
anestesiadas foi 37,5 x 10° e 40,0 x 10°, respectivamente. N&o houve
diferencas significativas quanto aos nimeros de larvas-D resultantes dos
cruzamentos dentro e entre grupos de animais anestesiados e ndo
anestesiados (Tabela 3). Desta forma, a exposicdo ao MgCL, ndo teve
efeito deletério sobre a atividade reprodutiva e a formacao de larvas-D
de C. gigas.
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Figura 3. Porcentagens de fémeas (F), machos (M) e animais
indeterminados (1) amostrados e recuperados ap6s exposicdo ao MgCl,
nas trés espécies de ostras estudadas: C. gasar (A); C. rhizophorae (B);
C. gigas (C). As porcentagens foram calculadas a cada 30 min até 240
min (4 h) depois da recuperacéo inicial.
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Tabela 3. NUmero médio e sobrevivéncia (%) de larvas-D resultantes
dos cruzamentos fatoriais dentro e entre grupos de ostras C. gigas
anestesiadas (A) e ndo anestesiadas (C). O numero de odcitos por
cruzamento foi fixado em 150.mL™.

Cruzamento Ndmero médio Sobrevivéncia
Fémeas Machos de larvas-D.mL™ de larvas-D (%)
A A 47+ 3 3212
A C 427 28+4
C A 55+3 372
C C 53+6 364
DISCUSSAO

O sal MgCl, provou ser um relaxante muscular efetivo para as
trés espécies de ostras do género Crassostrea estudadas. Apés o periodo
de exposicdo ao anestésico, 100% de recuperacdo e 100% de
sobrevivéncia foram observadas para cada espécie de ostra. Estes
resultados assemelham-se as baixas taxas de mortalidade encontradas
anteriormente para outras espécies de gastropodos (ACOSTA-
SALMON; DAVIS, 2007) e bivalves (BUTT et al., 2008; SUQUET et
al, 2009, 2010; ALIPIA et al., 2014), usando este mesmo composto.

Dentre os estudos disponiveis na literatura, hd uma consideravel
variagao entre espécies de moluscos quanto a sua reacao a determinados
relaxantes e concentracdes especificas (para revisdo, ver LEWBART e
MOSLEY, 2012). Neste trabalho direcionado as ostras do género
Crassostrea cultivadas no Brasil, foram observados 87% de animais
anestesiados na espécie C. gasar ap6s 12 h de exposicdo a uma
concentracdo de 50 g.L™ de MgCl,, e 100% nas espécies C. gigas e C.
rhizophorae apdés 6 h de exposicdo. Usando o0 mesmo relaxante e a
mesma concentragcdo, BUTT et al. (2008) demonstraram resultados
similares quanto ao tempo para anestesia (6 h) de 100% de ostras-da-
rocha de Sidney (Saccostrea glomerata), enquanto SUQUET et al.
(2009) registraram um periodo de 16 h para anestesiar totalmente ostras
C. gigas cultivadas na Franca. Para as espécies de ostras planas, Ostrea
edulis (SUQUET et al., 2010) e Ostrea chilensis (ALIPIA et al., 2014),
a anestesia completa foi obtida apés 3 h de exposicdo a uma
concentracdo de 50-72 g.L™ e 30 g.L™" de MgCl,, respectivamente.
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Nenhum efeito visivel de relaxamento foi observado em ostras perliferas
Pinctada albina apés 1 h de exposicéo, usando 30 g.L™ de MgCl,
(NORTON et al., 1996), ou em ostras Crassostrea virginica (YANG et
al., 2013), apds 36 h de indugdo em solugdo salina “Dead sea salt” 5%,
contendo 33,3% de MgCl,.

WOODALL et al. (2003) ressaltaram que tempos prolongados de
exposicao a anestésicos podem ser letais para moluscos, recomendando
tratamentos de curto prazo para garantir a restauracdo das conexdes
sinipticas entre neurdnios injuriados. Na producdo de pérolas, os
compostos quimicos benzocaina e propileno fenoxetol foram usados
durante um curto periodo de tempo para relaxamento (10 min ou mais)
e, apds uma rapida recuperagdo (menos de 30 min), ndo causaram
mortalidade nas espécies de ostras perliferas Pinctada albina, P.
margaritifera, P. fucata e P. maxima (NORTON et al., 1996;
ACOSTA-SALMON et al., 2005; MAMANGKEY et al., 2009).

Neste estudo, o aumento do tempo de exposicdo (12 h) ao MgCl,
ndo provocou mortalidades subsequentes na espécie C. gasar. O efeito
inibitério atuante dos fons Mg?" do cloreto de magnésio sobre a
transmissdo sinaptica de ions Ca“" (KANDEL et al., 2000) pode n&o ter
sido tdo eficiente nesta espécie quanto foi em C. rhizophorae e C. gigas.
Para C. gigas, tempos maiores de exposicdo ao MgCl, e experimentos
repetidos mensalmente em um mesmo grupo de animais também nao
causaram efeitos negativos sobre a sobrevivéncia desta espécie
(SUQUET et al., 2009). De fato, BUTT et al. (2008) concluiram que,
embora algumas perturbacfes imunoldgicas sejam evidentes durante as
primeiras 48 h, o estresse fisiologico associado a exposicdo a este
relaxante ndo tem impacto de longo prazo (apés 96 h) sobre os
parametros imunoldgicos de ostras S. glomerata.

As diferencas na resposta ao anestésico entre as espécies podem
estar relacionadas aos parametros fisicos (temperatura e salinidade) e
quimicos (pH) da agua. SUQUET et al. (2009) demonstraram que um
decréscimo na temperatura de 19,5°C para 15,3°C resultou em uma
reducdo significativa da eficiéncia de anestesia em C. gigas. No presente
estudo, o relaxamento de C. gigas foi mais efetivo na temperatura de
22°C, comparado aos resultados dos autores acima citados. Na espécie
O. edulis, 0 aumento da temperatura da agua de 14,9°C para 18,8°C
também aumentou o nimero de ostras anestesiadas apds 3 h (SUQUET
et al., 2010). ACOSTA-SALMON e DAVIS (2007) observaram que o
aumento da salinidade da &gua pela adicdo de MgCl, (de 32 para 47),
sob uma temperatura de 27,8°C, ndo causou efeitos adversos no
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gastropodo Strombus gigas durante um curto periodo de exposi¢do (20
min). ALIPIA et al. (2014) sugeriram que, na espécie O. chilensis, a
variacdo no tempo para anestesia, usando diferentes concentracGes de
MgCl,, pode ser causado mais por um choque osmético, do que por
qualquer acdo neuromuscular deste relaxante. Neste estudo,
considerando que a salinidade e a temperatura foram mantidas
constantes durante todo o periodo experimental, a porcentagem mais
baixa de ostras anestesiadas da espécie C. gasar pode estar relacionada a
sua habilidade de manter as valvas fechadas durante longos periodos de
tempo. Este comportamento tem sido comumente observado no
manuseio dos animais desta espécie durante o trabalho de rotina no
LMM-UFSC.

Para as trés espécies estudadas, as variagdes de tamanho em
altura da concha (45 a 132 mm) e em peso Umido (35,36 a 55,05 g) ndo
tiveram relagdo com o0s tempos para anestesia e recuperacdo. Estes
resultados estdo de acordo com NORTON et al. (1996) que ndo
observaram associagdo entre a anestesia e o tamanho dos animais para
as espécies de ostra perlifera P. albina (tamanho dorsal-ventral: 70 a 100
mm) e P. margaritifera (tamanho dorsal-ventral: 90 a 170 mm).
Entretanto, discordam de SUQUET et al. (2009) que observaram um
ndmero maior de animais anestesiados na classe de menor peso. ZAHL
et al. (2010) também demonstraram que o peso corporal de peixes da
espécie Hippoglossus hippoglossus afetou os tempos para anestesia e
recuperacdo. Em uma faixa de variagdo entre 33 e 1.234 g, 0s peixes
maiores levaram mais tempo para serem anestesiados e menos tempo
para se recuperarem do efeito anestésico.

Quanto aos procedimentos de amostragem do tecido gonadico
apds anestesia, as bidpsias usando seringas e agulhas, ndo afetaram a
sobrevivéncia das trés espécies de ostras estudadas, C. rhizophorae, C.
gasar e C. gigas. Resultados semelhantes em ostras anestesiadas e
amostradas foram observados para C. gigas (SUQUET et al., 2009) e O.
edulis (SUQUET et al., 2010). Neste estudo, 0 método de amostragem
permitiu ainda a determinacdo do sexo em individuos maturos de cada
espécie e pode contribuir no estabelecimento de protocolos para
maturacdo sexual e inducdo a desova das espécies C. rhizophorae e C.
gasar.

O cultivo de ostras nativas vem se expandindo no Brasil,
elevando a demanda por sementes. Para a produgdo de sementes em
laboratério, a anestesia pode ser uma técnica Gtil na programacdo do
setor de condicionamento e maturacdo de reprodutores, permitindo
estudos de desenvolvimento gonadico e a separacdo por sexo, sem
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sacrificio de animais. Ambos os aspectos sdo importantes para equalizar
0s nimeros de fémeas e machos maturos usados na desova em massa e
para o delineamento de futuros programas de selecdo reprodutiva. O
estado anestésico pode facilitar a amostragem de tecido para diferentes
estudos reprodutivos, desde gametogénese individual até genémica
funcional. O protocolo de anestesia testado neste estudo foi eficiente
para a sedacdo completa de C. rhizophorae. No entanto, para C. gasar,
outros tipos de relaxantes devem ser futuramente testados, em
concentracBes distintas e em diferentes condicBes de temperatura e
salinidade da agua, visando a otimizagdo desta técnica aplicada a esta
espécie.

CONCLUSAO

O uso de MgCl, promoveu o relaxamento muscular de 100% das
ostras das espécies C. rhizophorae e C. gigas apds 360 min. Em C.
gasar, 87% dos animais foram anestesiados ap6s 720 min. As espécies
C. rhizophorae e C. gasar levaram mais tempo (> 240 min) para se
recuperar da anestesia do que C. gigas (150 min). N&o foram verificadas
alteracGes na formacéo de larvas-D de C. gigas.
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CAPITULO I1.
HIBRIDACAO EXPERIMENTAL ENTRE ESPECIES DO
GENERO Crassostrea CULTIVADAS NO BRASIL

O artigo sera submetido ao periddico Journal of Shellfish Research.
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RESUMO

N&o existem informacBes sobre os impactos da invasdo da ostra do
Pacifico, Crassostrea gigas, sobre as populacdes naturais de ostras
nativas, Crassostrea rhizophorae e Crassostrea gasar, na costa sul do
Brasil. Com o objetivo de contribuir no conhecimento das possiveis
interacdes entre estas espécies, este trabalho avaliou o sucesso de
fecundacdo cruzada e desenvolvimento de hibridos interespecificos em
condicBes de laboratério. Cruzamentos reciprocos foram conduzidos
entre C. gigas, C. rhizophorae e C. gasar durante os anos de 2012 a
2014. Analises PCR-RFLP de genes mitocondriais (16S) e nucleares
(ITS-2) foram usadas para confirmar a identidade das espécies e o
estado hibrido das progénies. Diferencas no desenvolvimento gonadico
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das ostras parentais dificultaram a sincronizacdo da reproducdo entre as
trés espécies. Em todos os experimentos bem sucedidos, houve
compatibilidade unidirecional de odcitos de C. rhizophorae (R) com
espermatozoides de C. gigas (G), que resultou em taxas de fecundagéo
relativamente altas, produzindo larvas com crescimento similar & sua
espécie materna até os primeiros sete dias de vida. Depois deste periodo,
100% das larvas RG nédo desenvolveram umbo e morreram. As analises
moleculares revelaram que as progénies RG eram realmente hibridas e
continham DNA de ambas as espécies parentais. Além de RG, dois
outros casos isolados de assimetria na fecundagdo resultaram na
formacdo de larvas que ndo sobreviveram depois dos primeiros sete
dias: oocitos de C. gasar (B) com esperma de C. gigas (G), em janeiro
de 2012; e odcitos de C. rhizophorae (R) com espermatozoides de C.
gasar (B), em maio de 2014. No entanto, ndo foi possivel confirmar o
estado hibrido destas progénies. Estes resultados evidenciaram que a
incompatibilidade gendmica entre as trés espécies é suficiente para
evitar a hibridacdo natural e que a integridade genética das ostras nativas
ndo esta ameacada pela espécie exotica. No entanto, as interagdes entre
as espécies C. gigas e C. rhizophorae devem ser monitoradas sob um
ponto de vista ecoldgico-evolutivo integrado.

Palavras-chave: ostras, hibridos interespecificos, Crassostrea gigas,
Crassostrea gasar, Crassostrea rhizophorae

ABSTRACT

No data information is available on the impacts of the invasive Pacific
oyster, Crassostrea gigas, over native oyster populations of Crassostrea
rhizophorae and Crassostrea gasar in southern Brazil. In order to
understand possible interactions between these three species, the present
work investigated the fertilization success and the development viability
of interspecific hybrids in laboratory conditions. Reciprocal crosses
were performed between C. gigas, C. rhizophorae and C. gasar during
the reproductive period of 2012 to 2014. PCR-RFLP analyses of
mitochondrial (16S) and nuclear (ITS-2) genes were used to confirm the
species identity and the hybrid status. It was difficult to obtain gamete
sync between the three species because of specific variability in gonadal
development of candidate parents. In all successful experiments, there
was unidirectional compatibility of C. rhizophorae oocytes (R) with C.
gigas sperm (G), which resulted in relatively high fertilization rates
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compared to both intraspecific crosses. Reproductive success in C.
rhizophorae females x C. gigas males (RG) crosses produced larvae
with similar growth as their maternal species during the first seven days.
After that, 100% RG larvae died before developing to the umbo stage.
Molecular analyses revealed that RG larvae contained DNA of the two
species and that were true hybrids. Besides RG cross, two isolated cases
of fertilization asymmetry produced larvae that did not survive after
seven days: C. gasar oocytes with C. gigas sperm (BG), in January
2012, and C. rhizophorae oocytes with C. gasar sperm (RB), in May
2014. However, hybrid status in both progenies was not confirmed.
These results showed that current genome incompatibilities between
species prevent natural hybridization and the genetic integrity of native
oysters is not threatened by the invasive exotic species. On the other
side, interactions between C. gigas and C. rhizophorae must be
monitored under an integrated ecological and evolutionary approach for
planning aquatic ecosystem conservation.

Key-words: oysters, interspecific hybrids, Crassostrea gigas,
Crassostrea gasar, Crassostrea rhizophorae

INTRODUCAO

Em vista do seu potencial para crescimento e sua grande
tolerancia as varidveis ambientais, a ostra do Pacifico, Crassostrea gigas
(Thunberg, 1793), foi introduzida como espécie aquicola em muitas
regides do mundo, como alternativa ao esgotamento dos estoques
naturais de espécies nativas ou para alavancar a ostreicultura local. No
entanto, esta espécie vem se tornando invasora nas regides em que foi
introduzida (RUESINK et al., 2005).

Inimeros exemplos dos efeitos negativos da invasdo de C. gigas
em ecossistemas costeiros ao redor do mundo foram revisados e
descritos por Miossec et al. (2009), incluindo impactos ecolégicos,
genético-evolutivos e a introducdo de patdégenos. Segundo esses autores,
as populacbes naturalizadas desta espécie foram encontradas
inicialmente proximas as areas de cultivo e depois houve a colonizacao
de areas mais distantes, demonstrando a sua grande capacidade de
disperséo e de adaptacdo as condi¢cdes ambientais.

No Brasil, a ocorréncia natural de C. gigas foi registrada na costa
sul do Brasil por Melo et al. (2010), mas a extensdo dos impactos que
esta espécie podera causar aos estoques de ostras nativas Crassostrea
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rhizophorae (Guilding, 1828) e Crassostrea gasar (Adanson, 1757)
ainda é desconhecida. Os estudos sobre moluscos exoticos na costa
brasileira sdo escassos e ndo existem trabalhos publicados que tratem
das interacfes das espécies invasoras com as especies nativas
(TEIXEIRA et al., 2010).

A maior dificuldade de avaliar as invasGes bioldgicas € que se
tratam de um processo transdisciplinar envolvendo conhecimentos de
biologia, ecologia, fisiologia e evolucdo aplicados ao longo de multiplas
etapas temporais (BLANCHET et al.,, 2012). Como as espécies
invasoras ndo compartilham de um passado evolutivo com a
comunidade invadida, vérios tipos de mudangas genéticas podem
ocorrer ao longo do tempo, como hibridacdo e rearranjos gendmicos
(SOUZA et al., 2009).

A hibridacéo natural entre espécies de moluscos introduzidas e
nativas tem sido documentada e pode resultar em perdas de
variabilidade genética e biodiversidade aquética, representando uma
séria ameaga a integridade do “pool” gé€nico das espécies nativas
(PERRY et al., 2002). Em ostras do género Crassostrea, a hibridacdo
natural foi evidenciada por Huvet et al. (2004), entre C. gigas e C.
angulata na costa de Portugal, usando marcadores microssatélites.
Cruzamentos experimentais entre estas espécies demonstraram que 0s
hibridos sdo férteis (HUVET et al., 2002), que o seu desempenho em
cultivo é intermediario ao das espécies parentais e que o desempenho de
C. gigas é significativamente superior (SOLETCHNIK et al., 2002). Em
conjunto, estes resultados indicaram a necessidade de um plano de
manejo e conservacdo das populagdes naturais de C. angulata, em
virtude da expanséo do cultivo de C. gigas na Europa.

Em condicdes de laboratorio, inimeros cruzamentos foram
conduzidos entre espécies do género Crassostrea para avaliar a
viabilidade de hibridos (ALLEN et al., 1993; BANKS et al., 1994;
BUSHEK et al., 2008; CAMARA et al., 2008; XU et al., 2011). Alguns
resultados semelhantes foram obtidos a partir destes cruzamentos:
incompatibilidade gamética unidirecional; menores taxas de fecundacéo
interespecifica do que intraespecifica; menores taxas de sobrevivéncia
e/ou crescimento de hibridos, comparadas as taxas das espécies
parentais.

O uso potencial da hibridagdo na ostreicultura foi demonstrado
experimentalmente por Huo et al. (2013), a partir de cruzamentos entre
fémeas de C. hongkongensis e machos de C. ariakensis, e por Zhang et
al. (2015), através de retrocruzamentos entre C. hongkongensis, C. gigas
e hibridos de fémeas de C. hongkongensis com machos de C. gigas. No
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primeiro estudo (HUO et al., 2013), a fecundacdo de odcitos de C.
hongkongensis com espermatozoides de C. ariakensis resultou em
hibridos com crescimento e/ou sobrevivéncia superiores a espécie C.
hongkongensis ao longo das fases de desenvolvimento larval, juvenil e
adulto. No estudo mais recente (ZHANG et al., 2015), as progénies dos
retrocruzamentos interespecificos foram viaveis e férteis, apresentando
crescimento mais rapido do que as progénies das espécies parentais.

Para as espécies cultivadas no Sul do Brasil, embora alguns
experimentos de laboratério tenham sido realizados entre C.
rhizophorae e C. brasiliana (= C.gasar) (ABSHER, 1989) e entre C.
gigas e C. gasar (TURECK, 2010), ndo foi possivel comprovar
geneticamente se os hibridos eram verdadeiros. Com o objetivo de
contribuir no conhecimento das interagdes entre estas trés espécies como
subsidio & conservagdo genética das ostras nativas, este trabalho avaliou
experimentalmente o sucesso de fecundagdo cruzada e a viabilidade de
desenvolvimento de hibridos interespecificos, usando marcadores de
DNA mitocondrial e nuclear para confirmar a sua identidade.

MATERIAIS E METODOS

Cruzamentos experimentais entre as espécies C. gigas, C. gasar e
C. rhizophorae foram conduzidos no Laborat6rio de Moluscos Marinhos
(LMM) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Florianépolis, SC, Brasil, entre os meses de dezembro e maio dos
periodos reprodutivos 2011-2012, 2012-2013 e 2013-2014. A
identificacdo molecular das espécies parentais e das progénies
resultantes foram realizadas no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aquatica (LABCAI) da UFSC e no Laboratério de
Biodiversidade Molecular (LBDM) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Coleta das espécies parentais

Exemplares adultos de C. gigas e C. gasar foram retirados da
area de cultivo experimental do LMM-UFSC, localizado na praia de
Sambaqui (27°35’S e 48°32°W), Florianopolis. Exemplares de C.
rhizophorae foram coletados de costdes rochosos entre as praias de
Sambaqui (27°35’S e 48°32°W) e Cacupé (27°54’S e 48°52°W),
Florianépolis. Para C. rhizophorae, os espécimes foram coletados na
maré baixa, na regido do supra-litoral, e analisados quanto a cor e a
morfologia externa da concha. Individuos com identidade duvidosa
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foram descartados das amostras, a fim de evitar uma possivel mistura
entre as espécies.

Os animais de cada espécie foram separados, identificados e
transportados vivos para 0 LMM-UFSC, localizado na Barra da Lagoa
(27°58°S e 48°44°’W), Florianopolis, onde foram limpos com jato de
agua pressurizada e condicionados em tanques para estoque de gametas
e uso subsequente nos cruzamentos experimentais.

A transferéncia dos animais para o laboratério foi feita com base
na programacdo da producdo do LMM-UFSC e nas caracteristicas
reprodutivas de cada espécie na costa sul do Brasil, como descrito em
Santos (2001) para C. gigas, em Christo (2006) para C. rhizophorae, e
em Gomes (2009) para C. gasar. Desta forma, a estratégia foi retirar os
individuos de cada espécie antes do pico de desova no ambiente natural
e condiciond-los em laboratério a uma temperatura que permitisse
estocar gametas para 0s experimentos. Assim, os reprodutores de C.
gigas foram transferidos do sistema de cultivo no mar em outubro para
tanques de condicionamento de 2.000 L, onde foram mantidos em
temperatura de 15 a 17°C. Os reprodutores de C. rhizophorae e C. gasar
foram retirados em dezembro e condicionados em tanques de 500 L em
temperatura de 22 a 24°C.

No periodo de condicionamento, todos os individuos foram
mantidos em sistema de fluxo continuo de agua de 1 L.min™ e alimento
de 500 a 800 mL.min™, com aeracdo constante e salinidade de 35. A
alimentacéo foi composta pela microalga Chaetoceros muelleri em uma
concentracdo de 20 a 40 x 10* células.mL™.

Cruzamentos experimentais

Para cada experimento, 0s animais de cada espécie foram
escolhidos aleatoriamente dos tanques de condicionamento, foram
pesados, medidos na altura da concha e abertos para a determinacéo do
sexo e da condicdo dos gametas antes da inducdo a desova. Amostras do
tecido gonadico de cada animal foram raspadas com o uso de uma
gilete, colocadas em laminas de vidro e avaliadas em microscépio ético
binocular com amplificagdo de 40x e 100x.

Apds a determinacdo do sexo, machos e fémeas de cada espécie
foram selecionados com base no nimero de espermatozoides ativos e no
numero de odcitos esféricos de maior diametro, respectivamente. O
método “strip”, comumente empregado para a reproducdo de C. gigas
em laboratério (FAO, 2005-2015), foi usado neste estudo para conduzir
0S cruzamentos dentro e entre espécies. Este método consistiu na
raspagem do tecido gonadico (“strip”) de fémease e machos por espécie
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e, em seguida, na fecundacao direta de solucdes de odcitos com solucdes
de espermatozoides, contendo agua marinha filtrada a 1 pm e
esterilizada por luz ultravioleta (UV), com salinidade de 35 e
temperatura de 25°C.

Antes da fecundacéo, os od6citos de cada espécie foram hidratados
por 1h em volumes separados de 10 L. Trés amostras de 0,2 mL de cada
solucdo de oocitos foram coletadas em camaras de “Sedgewick-Rafter”
e quantificadas em microscopio 6tico (40x). Trinta (30) odcitos de cada
espécie foram fotografados com o uso de uma cdmera acoplada ao
microscdpio, com amplificagdo 100X, e posteriormente medidos em seu
diametro por meio do software LAEZ 2.0.0 (LEICA®).

A solucdo de odcitos por espécie foi dividida proporcionalmente
em quatro partes: uma parte nao foi fecundada (controle negativo); uma
parte foi fecundada com solucéo de espermatozoides da mesma espécie
(controle positivo); uma parte, com solugdo de espermatozoides da
segunda espécie; e uma parte, com solugdo de espermatozoides da
terceira espécie.

Os cruzamentos dentro e entre espécies foram realizados em
triplicata, na proporcdo de sete espermatozoides para um odécito (7:1),
em uma concentracéo de 100 odcitos.mL™, com a adicdo de 30 mL de
espermatozoides nas solugBes de odcitos a cada 20 min, durante 1 h.
Solugdes de oocitos ndo fecundados de cada espécie foram mantidas
separadamente por 24 h, para avaliar uma possivel mistura com
espermatozoides que poderia resultar na formacao de larvas-D.

Os cruzamentos foram conduzidos para gerar nove progénies
possiveis: 1) fémeas C. gigas x machos C. gigas (GG); 2) fémeas C.
gasar x machos C. gasar (BB); 3) fémeas C. rhizophorae x machos C.
rhizophorae (RR); 4) fémeas C. gigas x machos C. gasar (GB); 5)
fémeas C. gasar x machos C. gigas (BG); 6) fémeas C. gigas x machos
C. rhizophorae (GR); 7) fémeas C. rhizophorae x machos C. gigas
(RG); 8) fémeas C. gasar x machos C. rhizophorae (BR); e 9) fémeas C.
rhizophorae x machos C. gasar (RB).

Apds os cruzamentos, amostras do muasculo adutor das ostras
selecionadas como parentais foram coletadas e preservadas em tubos de
2,0 mL com etanol absoluto a -20°C para as analises moleculares
subsequentes.

Apbs 2 h da fecundacdo, uma amostra de 0,5 mL foi coletada por
réplica, por cruzamento, e avaliada em microscopio 6ético, com
amplificacdo de 40x e 100x. O sucesso da fecundacdo em cada
cruzamento foi estimado como a razdo (%) entre 0 nimero de odcitos
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em divisdo celular e o numero total de odcitos, incluindo os néo
fecundados.

Apds 24 h, trés amostras de 0,5 mL foram coletadas para a
quantificacdo de larvas-D. A sobrevivéncia ao estagio D foi determinada
como a razao (%) entre o0 nimero de larvas-D bem formadas e 0 nimero
total de odcitos usados na fecundacao.

Os nimeros médios de odcitos em divisdo celular e de larvas-D
obtidas nos cruzamentos foram comparados utilizando-se de teste t com
permutacdo (teste t ndo paramétrico) ao nivel de significancia de 5%,
por meio do procedimento multtest do programa SAS® (WESTFALL et
al., 1999).

Larvicultura

As progénies de larvas-D resultantes dos cruzamentos foram
cultivadas em sistema estéatico ou em sistema de fluxo continuo de &gua
com alimento de 100 mL.min™ (adaptado do programa de melhoramento
de C. gigas do “Cawthron Institute”, Nova Zelandia).

As larviculturas em sistema estatico foram conduzidas em uma
densidade inicial de 5 a 10 larvas.mL™, em tanques cilindro-conicos de
80 L, contendo dgua marinha filtrada e esterilizada com salinidade de
27, temperatura de 25°C e aeragio constante.

As larviculturas em sistema de fluxo continuo foram realizadas
em tanques cilindro-cénicos de 5 L, em uma densidade inicial de até 100
larvas D.mL™, perfazendo um taxa de renovac&o por tanque em torno de
30 vezes ao dia. A agua com alimento foi armazenada em um tanque de
5.000 L, com aeragdo constante, temperatura de 25°C e salinidade de 27,
e foi bombeada para os tanques de 5 L por meio de uma bomba de
recirculagdo de 1,5 cv.

A alimentacdo fornecida diariamente foi uma dieta de microalgas
na concentracdo de 1 a 1,5 x 10* cel.mL™ para o sistema estatico e de 2 a
6 x 10* cel.mL™ para o sistema continuo. A dieta foi composta pelas
espécies Isochrysis galbana (Iso), Pavlova lutheri (Pav) e Chaetoceros
muelleri (Cm) nos periodos experimentais de 2012 e 2013 e pelas
espécies Iso, Nannochloropsis oculata (Na), Chaetoceros calcitrans
(Cc) e Cm no periodo de 2014,

O manejo das larviculturas foi realizado a cada 48 h, com o
peneiramento das larvas em malhas de diferentes tamanhos (35, 50, 70,
100, 145, e 240 um), seguido da limpeza e troca de 4gua dos tanques. A
limpeza dos tanques foi realizada como descrito em Silveira et al.
(2011). A cada manejo, as larvas foram avaliadas quanto a motilidade,
anatomia e presenca de alimento no trato digestério, foram fotografadas
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com o uso de uma camera acoplada ao microscopio, com amplificacdo
de 100x, e posteriormente medidas em altura, por meio do software
LAEZ 2.0.0 (LEICA").

As larvas retidas na malha de menor tamanho foram descartadas
guando mais de 70% de mortalidade foi observada em uma amostra
concentrada de 0,5 mL, de forma a evitar a deterioracdo da qualidade da
dgua. As taxas de rendimento de larvas por cruzamento foram
determinadas a cada 96h, por meio da contagem de trés amostras de 0,5
mL em camaras de “Sedgewick-Rafter” e microscopio (40x e 100x), ou
guando houve um aumento notério do nimero de larvas mortas em um
determinado cruzamento de um manejo para o outro. Nos casos de
mortalidade massiva de larvas, os experimentos foram finalizados.

Nos eventos de mortalidade e/ou ao final da larvicultura,
amostras concentradas de larvas (0,5 mL) foram coletadas de cada
cruzamento em tubos de 15 mL contendo etanol absoluto e foram
preservadas a -20°C até as andlises genéticas.

Sub-amostras de larvas de cada cruzamento foram separadas no
microscdpio, individualmente ou em grupos (5, 10, 20 e 50 individuos),
usando membranas filtrantes tipo HA com tamanho de poro de 0,45 pum
(Millipore®) e microtubos capilares (Perfecta). Em seguida, foram
acondicionadas em microtubos de 0,2 mL contendo solugdes de lise para
as extracdes de DNA.

Confirmacao genética das espécies parentais e progénies

Extracdes de DNA e analises PCR-RFLP

As extraces de DNA das ostras adultas parentais foram
realizadas a partir de aproximadamente 20 mg de tecido, usando um
protocolo CTAB (CTAB 2%, EDTA 20 mM, Tris 100 mM, NaCl 1,4
mM), descrito em Gusméo e Solé-Cava (2002). O DNA foi ressuspenso
em 50 pL de agua ultrapura e quantificado em nano-fotdmetro
(Implen®). Todas as amostras foram normalizadas na concentracdo de
30 ng.uL™ para uso nas reacées da polimerase em cadeia (PCR).

Para as larvas, quatro protocolos de lise foram testados: 1) 25 uL
de 4gua ultrapura e 5 puL de proteinase K (10 mg.mL™); 2) 25 uL de
tampdo (Tris HCI pH 8,8 670 mM, Sulfato de amdnio 166 mM, Tween-
20 0,1%) e 5 pL de proteinase K (1 mg.uL™), segundo descrito em
Taris et al. (2005); 3) 25 puL de tampao PCR 1x (Promega); 4) 100 uL de
tampdo CTAB, 5 pL de proteinase K (10 mg.mL™) e 25 uL de esferas
magnéticas (Agencourt® AMPure® XP).
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Nos protocolos 1 e 2, as amostras foram incubadas em
termociclador (Applied Biosystem) a 56°C por 1 h e, em seguida, a 95°C
por 20 min. No protocolo 3, foram congeladas em Nitrogénio (N,)
liquido, incubadas em termociclador a 95°C por 20 min e em banho
ultrassdnico a 25°C por 5 min. Nesses trés procedimentos, as solugdes
de lise foram diretamente usadas nas reagdes de PCR.

No protocolo 4, esferas magnéticas foram adicionadas as solugdes
de lise apos a incubagdo a 56°C, para otimizar a recuperagido do DNA
que foi realizada com o uso de uma placa magnética, conforme as
orientacBes do fabricante (Agencourt® AMPure® XP). Ap6s as etapas de
incubacdo com as esferas e lavagem com etanol 70%, o DNA foi
ressuspenso em 30 pL de dgua ultrapura e transferido a um outro
microtubo para as PCRs.

O kit de purificacdo “DNeasy tissue kit” (Qiagen) também foi
usado para a extracdo de DNA de amostras concentradas de larvas,
conforme as recomendacBes do fabricante. As larvas preservadas nos
tubos de 15 mL com etanol absoluto foram pipetadas em tubos de 1,5
mL previamente pesados em balanga analitica de precisdo de 0,0001g.
Em seguida, foram centrifugadas rapidamente a 8.000 rpm para a
retirada do excesso de etanol e novamente pesadas apds a evaporagdo
total do etanol em banho seco a 35°C. A diferenca entre os valores da
segunda e da primeira pesagem de cada microtubo foi a quantidade de
larvas (5 a 20 mg) usada nas reagdes do kit..

A identificagdo das espécies parentais e das progénies resultantes
dos cruzamentos foi confirmada por meio de analises PCR-RFLP
(Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restri¢cdo) de genes
mitocondriais e nucleares, usando os padrdes descritos anteriormente em
Melo et al. (2010).

As reacBes PCR utilizaram os pares de iniciadores: 16SAR [5° —
CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3"] e 16SBR [5* — CCG GTC
TGA ACT CAG ATC ACG T — 3’] (KESSING et al., 1989), para a
amplificacdo de um fragmento de 560 pares de bases (pb) do gene
mitocondrial que codifica a subunidade maior do rRNA (16S); e PH19
[5° — CAT CGA CAC TT(T/C) GAA CGC A — 3’1 e ITS2 [5* — AAT
CCT GGT TAG TTT CTT TTC CTC CGC T — 3’] (DIXON et al.,
1995), para a amplificacdo da regido do espacador interno transcrito do
rDNA nuclear (ITS-2) com 650 pb, aproximadamente.

As amplificacBes foram conduzidas em um volume total de 15
ML, contendo 1 X tampdo PCR (Promega), 200 uM de dNTP, 2 mM de
MgCl;, 0,13 uM de cada iniciador, 1 U de Flexi Tag DNA polimerase
(Promega) e 30 ng de DNA, em um termociclador (Applied Biosystem)
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programado para um ciclo inicial de 94 °C, por 3 min; 35 ciclos de 94 °C
por 1 min, 50° C por 1 min e 72 °C por 1 min; e um ciclo final de 72 °C
por 5 min.

Os produtos PCR das regifes 16S e ITS-2 foram digeridos com a
enzima Hae Il para gerar padroes RFLP especificos. As reagdes de
digestdo foram conduzidas em termociclador a 37°C, durante 5 h ou
“overnight”, em um volume total de 15 pL, contendo 5 pL do produto
PCR néo purificado e 1 U de enzima em 1X do tampéo, conforme
recomendado pelo fabricante (Biolabs ou Invitrogen). Os fragmentos
RFLP foram visualizados por meio de eletroforese em gel de agarose
2% corado com Brometo de etidio, sob luz UV, e fotografados com
camera digital. Os tamanhos dos fragmentos de 16S e ITS-2 foram
estimados por meio do marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder
e comparados aos padrdes RFLP descritos em Melo et al (2010a).

RESULTADOS

Reproducéo e desenvolvimento embrionario

Observaram-se diferencas no estado de desenvolvimento
gonadico dentro e entre espécies, as quais dificultaram a sincronizacéo
dos cruzamentos entre C. gigas, C. rhizophorae e C. gasar durante o
periodo experimental de 2011 a 2014. De um total de dez experimentos
realizados (2 em 2011; 3 em 2012; 2 em 2013; e 3 em 2014), houve
sucesso em apenas quatro (Tabelas 1). Nos outros seis experimentos, 0s
animais de pelo menos uma espécie apresentaram tecido gonadico
indiferenciado ou com gametas de um Gnico sexo.

Os oo6citos de C. gigas, C. rhizophorae e C. gasar usados nos
cruzamentos mediram respectivamente 52,48 pm (£ 4,69), 46,63 um (£
2,46) e 45,60 um (£ 3,92) de didmetro apdés 1 h de hidratagdo. A
auséncia de desenvolvimento embrionario apés 24 h da fecundacdo nos
controles que continham apenas 6ocitos confirmou que ndo houve
mistura com espermatozoides de qualquer espécie, validando os
cruzamentos intraespecificos e interespecificos.

Cruzamentos intraespecificos

Divisdes meidticas foram sempre observadas apés a fecundacdo
nos controles de C. gigas (GG), C. rhizophorae (RR) e C. gasar (BB) ao
longo do periodo experimental. Enquanto os odcitos fecundados de C.
gigas e C. rhizophorae geraram larvas-D normais que se desenvolveram
em todos os experimentos, os odcitos de C. gasar formaram larvas-D
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apenas em janeiro de 2013 (Tabela 2). Neste experimento, as taxas de
fecundagdo nos controles BB, GG e RR foram estatisticamente iguais e
a taxa de sobrevivéncia ao estdgio-D em BB foi igual a GG e
significativamente maior do que RR (p < 0,01). Porém, as larvas BB ndo
se desenvolveram adequadamente e morreram antes do quinto dia de
larvicultura. Nos outros experimentos, as taxas em BB foram
significativamente mais baixas do que em GG (p < 0,001) e RR (p <
0,001). As taxas de fecundacdo em RR comparadas a GG foram iguais
em janeiro de 2012 e janeiro de 2013, mais baixas (p < 0,02) em abril de
2013 e mais altas (p < 0,02) em 2014. J4 as sobrevivéncias ao estagio-D
em RR e GG foram semelhantes em todos 0s experimentos, exceto em
janeiro de 2013, quando as porcentagens de larvas RR foram
significativamente mais baixas (p < 0,01).

Tabela 1. Dados de peso total e altura da concha (média + desvio
padrdo), nimeros de animais abertos e avaliados quanto ao sexo e
nameros de fémeas (F) e machos (M) selecionados como parentais nos
cruzamentos experimentais bem sucedidos entre as espécies C. gigas
(G), C. rhizophorae (R) e C. gasar (B).

A N Animais
IXIes/ Espécie  Peso (g) Altura Anl_mals selecionados
no (mm)  avaliados —F M
Janeiro/ G 288+66 139+08 10 04 02
2012 R 14 + 05 42 £ 07 55 29 12
B 90 + 36 76 £ 10 25 04 04
Janeiro/ G 24477  122+19 15 05 03
2013 R 25+ 06 47 £ 07 60 11 07
B 39+15 64 + 09 55 08 07
Abril/ G 24972 12217 10 04 02
2013 R 25+ 05 49 + 06 40 09 03
B 37+09 62 + 06 40 0 0
Maio/ G 28082 125+10 50 05 07
2014 R 21+ 06 48 £ 05 50 19 06
B 45+ 15 64 + 07 100 04 09
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Tabela 2. Taxas de desenvolvimento embrionario resultantes de
cruzamentos intraespecificos de C. gigas (GG), C. rhizophorae (RR) e
C. gasar (BB). OF = porcentagem de o6citos em divisdo meiotica apds 2
h da fecundacéo; LD = porcentagem de larvas-D bem formadas ap6s 24
h da fecundagéo.

Grupo | Janeiro 2012 Janeiro 2013  Abril 2013 Maio 2014

OF LD OF LD OF LD OF LD

GG 69+2 2646 70+3 17+3 89+2 69+4 32+2 05+0
RR 78+3 31+2 68+3 04+2 18+2 1345 68+4 (09+2
BB 4943 0 69+4 18+2 O 0 11+2 0

Cruzamentos interespecificos

O sucesso dos cruzamentos interespecificos variou de um
experimento para outro, mas houve compatibilidade gamética
unidirecional entre as espécies.

C. rizhophorae x C. gigas

Odcitos de C. rhizophorae (R) foram fecundados com
espermatozoides de C. gigas (G) em porcentagens relativamente altas e
se desenvolveram em larvas-D normais em todos os experimentos. Em
contraste, as taxas de fecundacdo de odcitos de C. gigas (G) com
espermatozoides de C. rhizophorae (R) foram muito baixas e ndo houve
formacéo de larvas-D (Tabela 3).

No cruzamento GR, divisbes mei6ticas foram observadas durante
0s experimentos de 2013: no més de janeiro, a porcentagem de odcitos
em divisdo foi significativamente menor do que em ambos os controles
parentais GG (p < 0,001) e RR (p < 0,001); e no més de abiril, foi similar
ao controle da espécie paterna (RR) e inferior ao controle da espécie
materna GG (p < 0,02).

No cruzamento RG, as taxas de desenvolvimento embrionario
diferiram estatisticamente em compara¢do com o0s controles parentais
RR e/ou GG ao longo de todo o periodo experimental. Em janeiro de
2012, a porcentagem de divisbes meidticas em RG foi
significativamente mais alta do que em RR (p < 0,01) e GG (p < 0,001),
resultando em uma porcentagem igual de larvas-D (RG = RR = GG).
Em janeiro de 2013, a taxa de fecundacdo em RG foi mais baixa do que
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em RR (p < 0,01) e GG (p < 0,001), produzindo larvas-D em
porcentagem igual a espécie materna RR e em porcentagem menor do
que na espécie paterna GG (p < 0,005). Em abril de 2013, a taxa de
fecundagdo em RG foi igual a RR e menor do que em GG (p < 0,03) e as
taxas de sobrevivéncia ao estagio-D foram iguais. Em maio de 2014, a
taxa de fecundacdo em RG foi igual a RR e maior do que em GG (p <
0,001), resultando em uma taxa superior de sobrevivéncia ao estagio-D
emrelagcdo a RR (p < 0,002) e GG (p < 0,001).

Tabela 3. Taxas de desenvolvimento embrionario resultantes de
cruzamentos entre ostras C. rhizophorae (R) e C. gigas (G). OF =
porcentagem de o6citos em divisdo meidtica apos 2 h da fecundacéo;
LD = porcentagem de larvas-D bem formadas ap6s 24 h da fecundagéo.
Em cada cruzamento (grupo), a primeira letra corresponde as fémeas e a
segunda letra, aos machos de uma espécie.

Grupo | Janeiro 2012 Janeiro 2013  Abril 2013 Maio 2014

OF LD OF LD OF LD OF LD

GG 69+2 266 70+3 17+3 89+2 69+4 32+2 05+0
GR 0 0 06+2 0 01«0 O 0 0
RG 93+5 27+3 5443 02+1 22+2 12+1 83+15 39+13
RR 78+3 31+2 68+3 04+2 18+2 13+5 68+4 09+2

C. rhizophorae x C. gasar

Odcitos de C. gasar (B) foram fecundados com espermatozoides
de C. rhizophorae (R) em uma porcentagem muito baixa, apenas em
maio de 2014, e ndo resultaram em larvas-D (Tabela 4). A taxa de
fecundacdo no cruzamento BR foi semelhante ao controle da espécie
materna BB e significativamente menor do que no controle da espécie
paterna RR (p < 0,001).

Divisbes meidticas foram observadas em o6citos de C.
rhizophorae (R) fecundados com espermatozoides de C. gasar (B) em
janeiro de 2012, janeiro de 2013 e maio de 2014, mas a formacdo de
larvas-D s6 ocorreu em 2014 (Tabela 4). Neste experimento, a taxa de
fecundacdo em RB foi igual ao controle materno RR e maior do que no
controle paterno BB (p < 0,002). A porcentagem de larvas hibridas RB
foi semelhante a RR e ndo houve formacéo de larvas BB. Nos outros
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experimentos, as taxas de fecundagdo em RB foram significativamente
mais baixas do que RR (p < 0,001) e BB (p < 0,001).

Tabela 4. Taxas de desenvolvimento embrionario resultantes de
cruzamentos entre ostras C. rhizophorae (R) e C. gasar (B). OF =
porcentagem de o6citos em divisdo meidtica apos 2 h da fecundagéo;
LD = porcentagem de larvas-D bem formadas ap6s 24 h da fecundag&o.
Em cada cruzamento, a primeira letra corresponde as fémeas e a
segunda letra, aos machos de uma espécie.

Grupo | Janeiro 2012 Janeiro 2013 Abril 2013 Maio 2014

OF LD OF LD OF LD OF LD

RR 78+3 31+2 68+3 04+2 18+2 13+5 68+4 09+2
RB 31+2 0 12+2 0 0 0 56+18 17+3
BR 0 0 0 0 0 0 01+0 0
BB 4943 0 69+4 18+2 O 0 11+2 0

C. gasar x C. gigas

Ndo houve fecundagdo de odcitos de C. gigas com
espermatozoides de C. gasar. Ja os odcitos de C. gasar (B) foram
fecundados com espermatozoides de C. gigas (G) em janeiro de 2012,
janeiro de 2013 e maio de 2014, mas se desenvolveram em larvas-D
apenas em janeiro de 2012 (Tabela 5). Neste experimento, a taxa de
fecundacdo em BG foi estatisticamente menor do que nos controles
parentais BB (p < 0,02) e GG (p < 0,001). A sobrevivéncia ao estagio-D
em BG foi mais baixa do que na espécie paterna GG e ndo pdde ser
comparada com BB que ndo formou larvas-D. No experimento de
janeiro de 2013, a taxa de fecundacdo em BG foi mais baixa do que nos
controles parentais BB (p < 0,001) e GG (p < 0,001) e, em maio de
2014, as taxas foram similares nos trés cruzamentos.

3.2 Crescimento e sobrevivéncia de larvas

As sobrevivéncias das larvas de C. rhizophorae, C. gigas, C.
gasar e de seus hibridos, cultivadas em sistema de fluxo continuo de
agua, foram prejudicadas pelo acimulo de matéria organica nos tanques
e pela proliferacdo de bactérias Pseudomonas sp. Em janeiro de 2012, as
progénies hibridas BG e RG morreram antes do quinto dia de
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larvicultura. Em janeiro de 2013, a sobrevivéncia das larvas RG reduziu
de 52% no quinto dia para 38% no nono dia e 0% no 13° dia de cultivo.
Um total de 11% da progénie de C. rhizophorae (RR) e 12% da
progénie de C. gigas (GG) sobreviveram ao 13° dia.

A avaliacéo das larvas cultivadas em sistema estatico confirmou a
inviabilidade no desenvolvimento de hibridos interespecificos. Em abril
de 2013, a sobrevivéncia de hibridos RG decaiu de 69% no quinto dia
para 14% no sétimo dia, chegando a menos de 1% no nono dia de
cultivo, quando os controles RR e GG apresentaram 10% e 27% de
larvas vivas, respectivamente. Em maio de 2014, a sobrevivéncia das
larvas RG diminuiu de 58% no quinto dia para 12% no sétimo dia e 0%
no nono dia de cultivo, quando RR e GG apresentaram respectivamente
taxas de 27% e 34% de rendimento de larvas. Nos hibridos RB, a taxa
de sobrevivéncia manteve-se acima de 50% até o sétimo dia de cultivo,
quando decaiu rapidamente para 0% no nono dia.

Tabela 5. Taxas de desenvolvimento embriondrio resultantes de
cruzamentos entre ostras C. gasar (B) e C. gigas (G). OF = porcentagem
de odcitos em divisdo meidtica apdés 2 h da fecundacdo; LD =
porcentagem de larvas-D bem formadas ap6s 24 h da fecundagdo. Em
cada cruzamento, a primeira letra corresponde as fémeas e a segunda
letra, aos machos de uma espécie.

Grupo | Janeiro 2012 Janeiro 2013  Abril 2013 Maio 2014

OF LD OF Lb OF LD OF LD

GG 69+2 266 70+3 17+3 89+2 69+4 32+2 05+0
GB 0 0 0 0 0 0 0 0
BG 36+3 04+2 2845 0 0 0 19+1 O
BB 49+3 0 69+4 18+2 O 0 11+2 O

Os dados de crescimento em altura da concha (média + desvio
padrdo) de larvas hibridas RG e larvas dos controles parentais, C.
rhizophorae (RR) e C. gigas (GG), cultivadas nos sistemas continuo e
estatico, estdo apresentados na Figura 1. A disponibilidade de alimento
em fluxo continuo promoveu um desenvolvimento mais rapido das
larvas GG e RR. No nono dia de larvicultura em sistema continuo, todas
as larvas GG e algumas RR ja possuiam umbo bem formado, enquanto
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que, no sistema estatico, ambas as espécies estavam formando o umbo e
apresentavam um comprimento comparativamente menor. Por outro
lado, as larvas RG ndo desenvolveram umbo e a sua altura média
observada no nono dia de cultivo do sistema continuo (74,76 um +4,91)
foi semelhante ao comprimento no sétimo dia do sistema estatico (73,25
um *2,36). Embora ndo haja comparacdo com um dos controles
parentais (BB), o crescimento dos hibridos RB foi semelhante & espécie
materna (RR) até os primeiros sete dias, quando as larvas pararam de
crescer e comegaram a morrer.

3.3 Identificacdo molecular das espécies de ostras parentais e larvas

As andlises PCR-RFLP das regides 16S do genoma mitocondrial
e ITS-2 do genoma nuclear de ostras adultas parentais confirmaram a
identificacdo das trés espécies do género Crassostrea usadas nos
cruzamentos experimentais e separadas com base nos caracteres de cor e
morfologia externas da concha.

As andlises de larvas foram realizadas apenas para 0s
cruzamentos GG, RG e RR, nos anos 2013 e 2014, totalizando 120
amostras de cada cruzamento. N&o foi possivel realizar as analises das
larvas BB, RB e BG devido a degradacdo das amostras, embora tenham
sido submetidas ao mesmo protocolo de coleta, separacéo e preservacao.

Os quatro protocolos testados para a extragdo de DNA de larvas
em amostras individuais e em grupos (5, 10, 20 e 50 individuos) ndo
foram eficazes, resultando em baixas concentragdes (< 5,0 ng.uL™) de
DNA com qualidade insuficiente para analises PCR-RFLP consistentes.
Houve sucesso em 4% do total de amostras, 3% pelo protocolo 1 de lise
(dgua ultrapura + proteinase K + temperatura) e 1% pelo protocolo 4
(tampéo CTAB + proteinase K + esferas magnéticas).

Para a regido 16S do genoma mitocondrial, dois perfis diferentes
de fragmentos foram gerados: (1) em larvas GG, que foi concordante
com o padrdo RFLP descrito na literatura para a espécie C. gigas; (2) em
larvas RG e RR, que coincidiu com o padrdo descrito para a espécie C.
rhizophorae (Figura 2). Portanto, houve confirmagdo da heranga
materna de C. rhizophorae no genoma dos hibridos RG.

Para a regido ITS-2 do genoma nuclear, a partir das extracfes
com o “DNeasy tissue kit” (Qiagen), os padrdes RFLP gerados
permitiram a identificacdo do DNA de ambas as espécies parentais no
genoma das larvas hibridas RG em 2013 e 2014 (Figura 3).
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Figura 1. Crescimento em altura da concha (média + desvio-padrdo) de
larvas de ostras C. gigas (GG) e C. rhizophorae (RR) e de larvas
hibridas de fémeas de C. rhizophorae com machos de C. gigas (RG),
cultivadas em sistema de fluxo continuo (A) e sistema estatico (B).
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Figura 2. Padrées RFLP com a enzima Haelll da regido 16S do genoma
mitocondrial de larvas de ostras C. rhizophorae (RR; 1 e 2), C. gigas
(GG; 5 a9) e larvas hibridas de fémeas de C. rhizophorae com machos
de C. gigas (RG; 3 e 4). M = marcador 100bp DNA Ladder.

Figura 3. PadrGes RFLP com a enzima Haelll da regido 1TS-2 do
genoma nuclear de larvas de ostras C. rhizophorae (RR; 1 e 4), C. gigas
(GG; 3 e 6) e larvas hibridas de fémeas de C. rhizophorae com machos
de C. gigas (RG; 2 e 5). M = marcador 100bp DNA Ladder.
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DISCUSSAO

No presente estudo, a variabilidade no estado de desenvolvimento
gonadico das espécies C. gigas, C. rhizophorae e C. gasar foi um dos
aspectos limitantes para o sucesso dos cruzamentos, mesmo com a
estratégia de coletar os animais e condiciona-los em laboratério antes do
pico de desova natural, a fim de manter estoques de gametas
sexualmente maduros. Essas diferencas podem estar associadas a
influéncia das variaveis ambientais sobre os ciclos de gametogénese, ja
descritas anteriormente para espécies de ostras e outros moluscos
bivalves (MACKIE, 1984; THOMPSON et al., 1996). Em laboratério,
Lanan et al. (1980) demonstraram que o estado de desenvolvimento
gonadico dos pais na desova afeta a sobrevivéncia de larvas de C. gigas
e que os odcitos que fornecem o maior sucesso de assentamento s&o
aqueles produzidos em um intervalo de condicionamento étimo durante
a gametogénese, influenciado por fatores genéticos e ambientais.

Para a espécie C. gasar e seus hibridos, o0 método de desova por
“strip” pode ter sido um fator negativo sobre o sucesso reprodutivo. O
método envolve a raspagem do tecido gonadico que, nesta espécie, pode
apresentar-se em diferentes fases de desenvolvimento em um Unico
individuo (LEGAT, 2015). Sendo assim, mesmo nas fémeas
sexualmente maduras selecionadas para a desova, o “strip” pode coletar
o6citos que ndo estdo em condi¢Bes G6timas para o desenvolvimento
embrionario. Consequentemente, embora tenham sido observadas
divisbes meidticas apoés 2h da fecundagcdo nos cruzamentos
intraespecificos BB e interespecificos BG e BR, houve sobrevivéncia ao
estagio-D em BB e BG em apenas um experimento (Tabela 2). Mesmo
qguando larvas-D de C. gasar foram formadas, elas ndo se
desenvolveram normalmente e morreram antes do quinto dia de idade,
ao contrario das larvas de C. gigas e C. rhizophorae que sobreviveram
ao longo do tempo de cultivo. Esta hipétese estd de acordo com
inimeros experimentos anteriores realizados no LMM-UFSC, que ndo
obtiveram sucesso na produgdo de larvas de C. gasar a partir deste
método de desova (MELO, C.M.R, comunicacdo pessoal).

Como ressaltado por Gosling (2003), moluscos bivalves possuem
mecanismos de isolamento reprodutivo para prevenir cruzamentos entre
espécies congéneres e cruzamentos intraespecificos entre individuos
aparentados. Dentro do género Crassostrea, os fatores que afetam a
fecundacdo dentro e entre as espécies de ostras ndo sdo completamente
entendidos, mas incluem a qualidade, longevidade e concentracdo de
gametas, a compatibilidade e as interacGes entre gametas (LANAN et
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al., 1980; GAFFNEY et al., 1993; BOUDRY et al., 2002; BUSHEK et
al., 2008).

Os resultados deste estudo demonstram que a hibridacéo entre C.
rhizophorae, C. gasar e C. gigas é possivel em uma dire¢éo e pode gerar
larvas-D normais. Odcitos de C. rhizophorae podem ser fecundados por
espermatozoides de C. gasar (RB) e de C. gigas (RG), e odcitos de C.
gasar podem ser fecundados pelos espermatozoides de C. gigas (BG).
Por outro lado, os odcitos de C. gigas ndo sdo fecundados pelo
espermatozoides de C. gasar (GB) e o0s espermatozoides de C.
rhizophorae raramente sdo capazes de fecundar os odcitos de C. gasar
(BR) e C. gigas (GR), ndo formando larvas-D.

O sucesso de fecundacdo assimétrica tem sido comumente
descrito entre espécies do género Crassostrea: odcitos de C. ariakensis
(= C. rivularis) x esperma de C. virginica (ALLEN et al., 1993;
BUSHEK et al., 2008); odcitos de C. sikamea x esperma de C. gigas
(BANKS et al., 1994; CAMARA et al., 2008); odcitos de C. sikamea x
esperma de C. ariakensis (XU et al., 2009); odcitos de C. hongkongensis
x esperma de C. gigas (ZHANG et al., 2012); o6citos de C.
hongkongensis x esperma de C. ariakensis (HUO et al., 2013). Nestes
trabalhos, as taxas de fecundacdo e sobrevivéncia ao estidgio-D nos
cruzamentos interespecificos foram menores e mais variaveis do que nos
cruzamentos intraespecificos, mostrando claramente efeitos maternos e
paternos. Estas observagbes aplicam-se ao presente trabalho, aos
cruzamentos C. gasar x C. gigas (BG), C. rhizophorae x C. gasar (RB)
e C. rhizophorae x C. gigas (RG), embora alguns resultados de RG
tenham sido contrastantes.

As taxas de fecundagdo em BG foram significativamente menores
do que nos controles parentais BB e GG; a sobrevivéncia de larvas-D
hibridas, quando ocorreu, foi significativamente menor do que GG e
esteve relacionada possivelmente a eficiéncia do esperma de C. gigas,
visto que as larvas de C. gasar (BB) ndo se formaram. As taxas de
fecundacdo em RB foram inferiores aos cruzamentos intraespecificos
(RR e BB) em todos 0s casos, exceto no Unico experimento, quando
houve porcentagens de o6citos em divisdo e larvas-D iguais ao controle
da espécie materna (RR) e superiores a espécie paterna (BB). A
qualidade dos o6citos de C. rhizophorae parece ter sido determinante na
formacao das larvas hibridas RB, considerando que as larvas do controle
RR se desenvolveram normalmente e as larvas BB ndo. Ja as taxas de
fecundacdo em RG foram relativamente altas ao longo de todo o periodo
experimental, possivelmente devido a compatibilidade gamética
potencializada de determinadas combinacGes entre machos e fémeas das
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espécies parentais. Com excecdo de janeiro de 2013, quando a taxa de
odcitos em divisdo foi significativamente inferior a GG e RR, e de abril
de 2013, quando foi inferior a GG, o sucesso da fecundacdo em RG foi
igual ou maior do que nos cruzamentos intraespecificos, resultando
sempre na formagdo de larvas-D normais. Estes fatos indicam que a
reproducdo entre fémeas de C. rhizophorae e machos de C. gigas (RG) é
consistente e reproduzivel.

Apesar de os zigotos dos cruzamentos interespecificos RG, RB e
BG desenvolverem-se normalmente a partir da fecundagdo para formar
larvas-D, os hibridos ndo sobreviveram apds a primeira semana de
idade. Este padrdo de baixa sobrevivéncia em larvas hibridas
interespecificas foi observada para diversas espécies de ostras do género
Crassostrea (ALLEN et al., 1993; BANKS et al., 1994, BUSHEK et al.
2008, CAMARA et al. 2008, XU et al. 2009).

Neste estudo, a hibridacdo ndo teve efeitos sobre o crescimento
das larvas RG entre os primeiros 7-9 dias de cultivo. A altura média das
larvas hibridas foi similar a das larvas RR e inferior a das larvas GG
(Figura 1), o que sugere um efeito materno no estagio inicial do
desenvolvimento. Efeitos maternos sdo comumente detectados na
viabilidade e na taxa de crescimento larval de ostras, como demonstrado
em estudos anteriores sobre hibridacgdo intraespecifica (HEDGECOCK
et al, 1995; LAUNEY; HEDGECOCK, 2001) e interespecifica
(ALLEN et al., 1993; SOLETCHNIK et al., 2002; XU et al., 2009; HUO
et al., 2013). Tais efeitos sdo esperados, visto que o desenvolvimento
inicial é sustentado pelas reservas de nutrientes armazenados nos
o6citos, durante o periodo de maturacdo das fémeas e da oogénese antes
da desova (GALLAGER; MANN, 1986; HELM; BOURNE;
LOVATELLI, 2004).

Para as larvas RG, as analises PCR-RFLP das regifes 16S do
genoma mitocondrial e ITS-2 do genoma nuclear confirmaram a
incorporacdo do DNA de ambas as espécies de ostras C. rhizophorae e
C. gigas no genoma hibrido. Além disso, confirmaram que a separagdo
morfolégica dos adultos das espécies parentais foi realizada
corretamente, corroborando os trabalhos publicados anteriormente sobre
a utilidade destes marcadores moleculares na diferenciacéo de ostras do
género Crassostrea (LAPEGUE et al., 2002; PIE et al., 2006; MELO et
al., 2010; LAZOSKI et al., 2011). Desta forma, estes marcadores podem
ser usados conjuntamente em estudos subsequentes de hibridacdo
interespecifica, para contribuir no monitoramento da invaséo de C. gigas
na costa Sul do Brasil.
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Nas presentes condigBes experimentais, as larvas hibridas RG
cresceram mais lentamente do que ambas as espécies parentais, pararam
de crescer apds 0s primeiros sete dias e morreram, 0 que sugere que 0
genoma hibrido tem efeitos negativos sobre o crescimento e a
sobrevivéncia quando os efeitos maternos estdo ausentes. Estes
resultados foram similares as observacGes de Allen et al. (1993) para
larvas hibridas entre C. virginica, C. gigas e C. rivularis (= C.
ariakensis) que pareciam normais, mas que cresceram menos €
sobreviveram por menor tempo do que os controles parentais. Segundo
estes autores, a parada no crescimento ocorreu apds a primeira semana,
seguida de mortalidades massivas até 10-12 dias de cultivo. Para
hibridos entre C. sikamea e C. ariakensis, Xu et al. (2009) confirmaram
que os efeitos maternos podem permanecer por uma a duas semanas €
depois a incompatibilidade gendmica se torna mais importante.

A incompatibilidade gendmica entre C. rhizophorae, C. gasar e
C. gigas é concordante com os resultados de anélises comparativas de
cariotipos que detectaram divergéncia cromossdmica e dividiram estas
espécies em trés grupos distintos, (LEITAO et al., 1999). Apesar de
apresentarem o0 mesmo numero de cromossomos (n=20), a divergéncia
cromossémica pode ocorrer em cariétipos aparentemente conservados e
desempenhar um papel importante no isolamento reprodutivo e na
especiacdo (WANG et al., 2004).

Os resultados deste estudo evidenciaram que as interagfes entre
os gametas de C. rhizophorae, C. gasar e C. gigas existem e podem
formar larvas, mas que estas larvas ndo sobrevivem em condigdes de
laboratério. Estas observagBes implicam que tais hibridos
provavelmente ndo sobreviveriam no ambiente. De fato, analises de
marcadores de DNA mitocondrial e nuclear que registraram a ocorréncia
natural de C. gigas na costa Sul do Brasil (MELO et al., 2010), ndo
detectaram a presenca de hibridos entre as espécies de ostras nativas e
exdtica.

A dificuldade de se obter experimentalmente cruzamentos bem
sucedidos entre estas espécies é um aspecto positivo para a conservagdo
genética das ostras nativas. Em condi¢cBes naturais, a maior
complexidade entre fatores genéticos e ambientais minimiza a
probabilidade de uma desova sincrénica e o risco de hibridagédo
interespecifica. Por outro lado, se houver a oportunidade de um evento
sincrono de desovas muito proximas entre as espécies, estes dados
indicam também que uma competicdo entre gametas poderd ocorrer.
Esta hipotese é preocupante, pois a fecundacdo nos cruzamentos RG,
RB e BG resulta na formacdo de larvas invidveis e, portanto, pode
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remover a contribuicdo potencial de gametas para a proxima geracdo das
espécies puras. No caso de RG, cujas taxas de fecundacdo foram altas, a
producdo de larvas inviaveis pode, em longo prazo, ter um impacto
importante sobre a contribuicdo de gametas da espécie nativa C.
rhizophorae.

Bushek et al. (2008) demonstraram que a competicdo entre
gametas de C. virginica e C. ariakensis pode causar uma redugdo na
taxa de fecundagdo e na produgdo de larvas, devido as perdas pela
formacao de progénies invidveis. Segundo estes autores, a extensdo em
que a competi¢do entre gametas pode ocorrer depende de uma série de
fatores incluindo a sincronizagdo da desova, a habilidade de uma espécie
estimular a outra a desovar, a longevidade de gametas e a densidade de
espermatozoides.

Para espécies que coexistem naturalmente, como C. rhizophorae
e C. gasar, € coerente afirmar que teriam coevoluido mecanismos para
maximizar a probabilidade de fecundagao intraespecifica e minimizar a
hibridagdo interespecifica e a producdo de larvas inviaveis. Apesar de
estas espécies terem periodos sobrepostos de desova no ambiente natural
(CHRISTO; ABSHER, 2006), observou-se uma grande variabilidade em
seu desenvolvimento gonadico em laboratério, o que pode refletir as
diferencas nos ciclos reprodutivos ou nos gatilhos de desova. Além
disso, fémeas de ostras sdo altamente espécie-especificas para a
liberacdo de oo6citos (GALTSOFF, 1964) e os espermatozoides
preferencialmente fecundam odcitos da mesma espécie (BUSHEK et al.,
2008).

Estes mecanismos, contudo, podem ndo existir quando uma nova
espécie € introduzida e se torna invasora. A variacdo de fatores que
influenciam a competicdo gamética podem fornecer a oportunidade para
a coexisténcia das espécies ou levar a extingdo de uma espécie com o
espermatozoide menos eficiente (BUSHEK et al., 2008).

InformacBes disponiveis na literatura sobre a longevidade de
gametas de C. gigas (HELM; MILLICAN, 1977; STEPHANO;
GOULD, 1988), C. rhizophorae (SANTOS; NASCIMENTO, 1985) e C.
gasar (TURECK, 2010), quando analisadas em conjunto, sugerem que
0s gametas de C. gigas sdo viaveis por mais tempo do que os de C.
gasar e os de C. rhizophorae. A liberacdo de gametas sexualmente
maduros desta espécie exotica na costa Sul do Brasil pode ocorrer no
més de marco (FERREIRA et al., 2011), periodo que coincide com 0s
picos de desova natural das ostras nativas (CHRISTO; ABSHER, 2006;
GOMES et al., 2014).

A continuidade de pesquisas que envolvam cruzamentos entre
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estas trés espécies devem considerar a maturacdo de ostras nativas em
laboratério, a fim de otimizar a sua qualidade gamética, como ja ocorre
com C. gigas (FERREIRA et al., 2011). E importante testar outras
concentracbes de gametas em salinidades diferentes e diminuir ao
méaximo o tempo para fecundacdo ap6s a hidratacdo dos odcitos e a
raspagem dos espermatozoides, de modo a estabelecer condi¢Bes 6timas
de interacdo sexual.

A hipotese de competicdo entre gametas de diferentes espécies
deve ser testada experimentalmente, reproduzindo uma possivel desova
sincrona, principalmente para C. rhizophorae e C. gigas, cujos hibridos
RG exibiram taxas de fecundac&o relativamente altas. E fundamental
monitorar a expansdo da invasdo de C. gigas na area de coexisténcia
com as espécies nativas sob um enfoque ecolégico-evolutivo integrado,
considerando que esta espécie apresenta um alto potencial de adaptacéo
a diferentes condi¢Ges ambientais (RUESINK et al., 2005) e que 0s seus
espermatozoides podem fecundar os oécitos de C. rhizophorae e C.
gasar.

Para separar o efeito da desova por “strip” sobre o sucesso de
fecundagdo das espécies, principalmente de C. gasar, seria necessario
testar a viabilidade de indugéo de pequenas desovas em massa dentro e
entre as espécies. Apds 24 h, as larvas resultantes de todas as desovas
poderiam ser cultivadas em ambiente comum para avaliar crescimento e
sobrevivéncia sob o efeito da competicao.

Ainda, a identificacdo e comparacdo das sequéncias dos genes
envolvidos no reconhecimento gamético em C. gigas, C. rhizophorae e
C. gasar, em conjunto com os experimentos de hibridacdo e o uso de
marcadores moleculares diagndsticos, poderiam contribuir grandemente
na elucidacdo das possiveis interacfes reprodutivas dentro e entre estas
trés espécies. Estudos demonstraram que os genes codificantes das
proteinas de reconhecimento gamético (“bindin’) regulam as intera¢des
entre odcitos e espermatozoides de ostras (MQOY et al., 2008), exibem
um alto grau de polimorfismo nas espécies C. gigas, C. angulata e C.
sikamea (WU et al., 2011) e podem ser um componente chave para
limitar a fecundacdo dentro e entre espécies.

CONCLUSOES

A fecundacdo entre as espécies C. rhizophorae, C. gasar e C.
gigas é possivel em uma direcdo: fémeas C. rhizophorae x machos C.
gasar (RB); fémeas C. rhizophorae x machos C. gigas (RG); e fémeas
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C. gasar x machos C. gigas (BG). A partir da fecundacéo assimétrica, os
zigotos desenvolvem-se normalmente para formar larvas-D que ndo
sobrevivem ap0s a primeira semana de idade. As analises PCR-RFLP
das regibes 16S do DNA mitocondrial e ITS-2 do DNA nuclear
confirmaram que as larvas RG séo hibridos verdadeiros e podem ser
usados como marcadores moleculares em estudos de hibridagédo
interespecifica.
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4. CONSIDERACOES FINAIS
4.1 CONCLUSOES GERAIS

O cloreto de magnésio (MgCL,) pode ser usado efetivamente
como relaxante muscular nas ostras cultivadas do género Crassostrea,
para a separagdo das espécies por sexo e para estudos futuros de
reproducdo em laboratorio. Os procedimentos de anestesia e
amostragem do tecido gonadico ndo apresentaram efeitos deletérios
sobre a recuperacdo e a sobrevivéncia dos animais das trés espécies
estudadas. O MgCL, também ndo afetou negativamente a capacidade de
fecundagdo e o desenvolvimento de larvas-D de C. gigas. O tempo para
a anestesia e recuperacdo dos animais variou com a espécie. Em C.
rhizophorae e C. gigas, 100% das ostras foram anestesiadas apds 360
min; em C. gasar, 87% dos animais foram anestesiados apds 720 min.
As espécies C. rhizophorae e C. gasar levaram mais tempo (> 240 min)
para se recuperar da anestesia do que C. gigas (150 min).

A hibridacdo entre as espécies C. rhizophorae, C. gasar e C.
gigas é possivel em uma direcdo: odcitos de C. rhizophorae x
espermatozoides de C. gasar (RB); odcitos de C. rhizophorae x
espermatozoides de C. gigas (RG); e odcitos de C. gasar X
espermatozoides de C. gigas (BG). A partir da fecundagéo, os zigotos
hibridos desenvolvem-se normalmente para formar larvas-D que ndo
sobrevivem apés a primeira semana de idade. A formacéo de larvas BG
e RB ocorreu em apenas um caso isolado durante o periodo
experimental de 2012 a 2014. A producdo de larvas RG foi consistente e
relativamente alta ao longo de todo o periodo. As analises de
marcadores de DNA mitocondrial e DNA nuclear confirmaram que as
larvas RG sdo hibridos verdadeiros e podem ser usados em estudos
subsequentes de hibridagéo.

4.2 SUGESTOES

O protocolo de anestesia estabelecido para C. gigas (SUQUET et
al., 2009) e testado neste estudo para as espécies de ostras nativas
brasileiras foi eficiente na resposta de C. rhizophorae. No entanto, para
C. gasar, concentracdes iguais e maiores de cloreto de magnésio devem
ser investigadas em diferentes condigbes ambientais (jejum,
temperatura, salinidade e pH), visando a otimizacdo da técnica para a
esta espécie.
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A continuidade de pesquisas que envolvam cruzamentos entre as
ostras do género Crassostrea devem considerar o0 uso da anestesia para a
separacao das espécies por sexo e o condicionamento e maturacao das
espécies nativas em laboratdrio para melhorar a viabilidade dos gametas
na reproducdo. Além disso, a técnica de anestesia podera ser usada para
estudos sobre reversdo sexual, auxiliando na compreensdo dos fatores
que determinam o sexo em ostras cultivadas no Brasil.

Sugere-se testar a hipotese de competicdo entre gametas das
espécies, reproduzindo em laboratério eventos de desova sincrona,
principalmente entre C. rhizophorae e C. gigas, com o objetivo de
prever os riscos de uma reducdo na producdo de larvas viaveis de C.
rhizophorae devido a geracdo de larvas hibridas inviéveis.

Sugerem-se ainda estudos comparativos de expressdo génica no
reconhecimento gamético em C. gigas, C. rhizophorae e C. gasar,
associados a condugdo de cruzamentos experimentais € ao uso de
marcadores moleculares diagndsticos, de forma a elucidar os
mecanismos de interacdo reprodutiva dentro e entre espécies.
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